



















































































































































































deutlich,  dass KAT1  sehr  stabil  und  unbeweglich  innerhalb  der  PM  lokalisiert  ist.  KAT1 
zeigt  in  FRAP Messungen  sowohl  in  pflanzlichen,  als  auch  in  tierischen Zellen  eine  sehr 
eingeschränkte laterale Mobilität. Die Beweglichkeit innerhalb der Membran konnte durch 
eine Sterolverarmung und damit einhergehender Auflösung der Membranmikrodomänen 
nicht  signifikant  gesteigert  werden.  Es  ist  daher  davon  auszugehen,  dass  Sterole  und 
sterolreiche  Mikrodomänen  nicht  alleine  für  die  Unbeweglichkeit  von  KAT1 
verantwortlich  sind.  Eine  Stabilisierung  von  KAT1  durch  das  cortikale  Aktincytoskelett 
scheint unwahrscheinlich, da  auch die Behandlung der KAT1 exprimierenden Zellen mit 
dem  Aktininhibitor  Latrunkulin  B  nicht  zu  einer  signifikanten  Erhöhung  der  lateralen 
Beweglichkeit des KAT1 beiträgt. 
Um  Faktoren  zu  untersuchen,  die  einen  Einfluss  auf  die  Lokalisation  von 
Membranproteinen  in  Mikrodomänen  der  PM  haben  und  die  Clusterbildung  von  KAT1 
stabilisieren, wurde KAT1 heterolog in S. cerevisiae exprimiert. Auch in S. cerevisiae zeigte 
der  Kanal  eine  Lokalisation  in  Clustern  in  der  PM,  wie  sie  bereits  für  pflanzliche  und 
tierische  Expressionssysteme  nachgewiesen  wurde.  Die  Charakterisierung  von 
verschiedenen  Faktoren,  die  einen  Einfluss  auf  die  Bildung  und  Stabilisierung  der 
Proteincluster in der PM haben, ergab, dass das Membranpotential keinen Einfluss auf die 
Verteilung des KAT1 Kanals hat. Auch die weiteren getesteten Faktoren, Osmolarität des 
umgebenden Mediums,  Sterolgehalt  der  Membran,  sowie  Interaktion  mit  der  Zellwand, 
wirkten  sich  alleine  nicht  auf  die  Lokalisation  von  KAT1  aus.  Eine  Auflösung  der  KAT1 
Cluster  sowie  eine  homogene  Verteilung  des  Kanals  in  der  PM  konnte  nur  durch 










2.1 Plasmamembran und Mikrodomänen 
Biologische  Membranen  dienen  zur  Abgrenzung  gegen  das  Außenmedium,  sowie  zur 
Abgrenzung  einzelner  Organellen  und  Reaktionsräume  im  Innern  der  Zelle.  Ihre 
Lipiddoppelschicht  bildet  dabei  eine  selektiv  permeable  Barriere,  die  nur  fettlösliche 
Moleküle, unpolare Gase und sehr kleine Moleküle wie Harnstoff einfach passieren lässt.  
Die  Lipide der Lipiddoppelschicht haben  einen  amphipathischen Charakter.  Sie  besitzen 
eine  polare  Kopfgruppe  (hydrophil)  und  hydrophobe  Fettsäurereste.  In  wässriger 
Umgebung  bilden  solche  Lipide  spontan  bilayer,  wobei  die  hydrophoben  Reste  von  der 
wässrigen Phase abgewandt und gegeneinander orientiert sind, während die hydrophilen 
Kopfgruppen zur wässrigen Phase hin orientiert  sind. Die beiden Monolayer besitzen oft 
eine  unterschiedliche  Lipidzusammensetzung,  sodass  die  Lipiddoppelschicht 
asymmetrisch  aufgebaut  ist.  Die  exoplasmatische  Hälfte  der  Doppelschicht  besteht  in 
tierischen  Zellen  überwiegend  aus  dem  Phospholipid  Phosphatidylcholin  und  dem 
Glykosphingolipid  Sphingomyelin,  während  die  protoplasmatische  Hälfte  hauptsächlich 
aus  den  Phospholipiden  Phosphatidylethanolamin  und  Phosphatidylserin  gebildet  wird 




das  Flüssig‐Mosaik‐Modell,  welches  eine  fluide  und  dynamische  Lipiddoppelschicht  mit 
lateral  beweglichen,  peripheren  und  integralen  Membranproteinen  beschreibt.  Das 
Ausmaß der Beweglichkeit hängt, bei gleicher Temperatur, weitgehend von der Fluidität 
der Membran ab, die ihrerseits abhängig ist von der Anordnung und den Interaktionen der 
Fettsäureketten  der  Membranlipide.  Langkettige,  gesättigte  Fettsäuren  lagern  sich  eng 
zusammen  und  durch  starke  Wechselwirkungen  entstehen  recht  feste  Strukturen  mit 
verringerter Fluidität. Ungesättigte Fettsäuren können aufgrund der Doppelbindungen in 
cis‐Stellung weniger enge Verbindungen eingehen und es entstehen Membranstrukturen 
mit  größerer  Fluidität.  Sterole  reduzieren  die  Membranfluidität,  indem  sie  die 
Beweglichkeit der Fettsäureketten herabsetzen. 
Simons  und  Ikonen  (1997)  konnten  zeigen,  dass  biologische  Membranen  lateral 








und  Sortierungsprozessen  zugeschrieben  (Simons  und  Toomre,  2000;  Rajendran  und 
Simons,  2005).  Außerdem  konnte  eine  Beteiligung  an  Exocytose  (Salaun  et al.,  2004), 
Endocytose  (Parton et al., 2003), Organisation und  Interaktion mit dem Aktincytoskelett 










membranes)  bezeichnet werden. Mittlerweile wird  aber  vermutet,  dass  die  Isolation  bei 
tiefen  Temperaturen  die  Phasenseperation  der  Membran  künstlich  erhöht  und  so  auch 
eine künstliche raft –Bildung erzeugen könnte (Brown, 2006). Die verminderte Löslichkeit 
in Detergentien  ist  vor  allem dadurch  zu erklären, dass diese Mikrodomänen besonders 
dicht gepackt sind.  Im Vergleich zum Rest der Lipiddoppelschicht, die hauptsächlich aus 
Phospholipiden  besteht,  kommt  in  den  Mikrodomänen  ein  großer  Anteil  an 
Sphingolipiden  und  Sterolen  vor  (Abb.  2.1).  Durch  die  größtenteils  gesättigten 
Kohlenwasserstoffreste  der  Sphingolipide  können  sich  die  Cholesterole  in  den  „Lücken“ 
zwischen  den  Kohlenwasserstoffketten  besonders  dicht  anlagern  und  über 
Wasserstoffbrücken  gebunden  werden  (Schroeder  et  al.,  1994;  Pralle  et  al.,  2000), 
wodurch  sich hier  eine  besonders  kompakte Anordnung  innerhalb der Membran  ergibt. 
Solche Membrandomänen befinden  sich  im  sogenannten  liquid ordered  Zustand, die  von 
fluideren  Membranregionen  umgeben  sind,  die  sich  im  sogenannten  liquid  disordered 
Zustand befinden. In dieser Region besteht die Membran größtenteils aus Phospholipiden 
mit ungesättigten Alkyl‐Resten und vereinzelten Sterolen (Brown und London, 1998).  In 




auch  mit  ein  Grund  sein,  dass  sich  manche  Membranproteine  bevorzugt  in  lipid  rafts 
anreichern.  Proteine,  die  vorwiegend  in  Mikrodomänen  vorkommen,  sind  zum  Beispiel 
GPI  (Glycosylphosphatidylinositol)  verankerte  Proteine,  acetylierte  Proteine  und  häufig 






Membran  angesehen.  Einige  Studien  haben  ergeben,  dass  es  einen  Zusammenhang 
zwischen  einer  veränderten  Cholesterolzusammensetzung  und  einem  veränderten 
Diffusionsverhalten  von  Proteinen  in  der  Membran  gibt  (Pucadyil  und  Chattopadhyay, 
2006). Hierzu wurden die Zellen mit Methyl‐β‐Cyclodextrin (MBCD) behandelt, was eine 
Cholesterolverarmung  der Membran  zur  Folge  hat  (Christian  et al.,  1997;  Yancey  et al., 
1996), die auch in pflanzlichen Tabak Zellen gezeigt werden konnte (Roche, 2008).  
Eine  Lokalisation  in  Mikrodomänen  der  Plasmamembran  (PM)  konnte  zum  Beispiel 
bereits  für  die  spannungsabhängigen  K+‐Kanäle  Kv  1.4  und  Kv  4.2  in  Neuronen  des 
Hippocampus  der  Ratte  (Wong  und  Schlichter,  2003),  den  Kationenkanal  HCN4, 
exprimiert  in  HEK293  Zellen  (Barbuti  et al.,  2004)  und  den  Hexose  Proton  Symporter 
HUP1  aus  Chlorella,  exprimiert  in  Saccharomyces  cerevisiae  (Grossmann  et  al.,  2006) 
gezeigt werden. Auch  in  pflanzlichen Zellen wie  zum Beispiel  in Tabak und Arabidopsis 
konnten Mikrodomänen  in  der  Plasmamembran  nachgewiesen werden  (Mogrand  et al., 
2004;  Borner  et al.,  2005; Minami  et al.,  2009). Nach  dem  zurzeit  vorherrschenden Bild 
der  Plasmamembran  setzt  sich  die  gesamte  Membran  aus  einem  Mosaik  von 
Mikrodomänen  zusammen,  die  sowohl  zeitlich  als  auch  räumlich  sehr  variabel  sind 
(Maxfield, 2002; Kusumi & Suzuki, 2005). 
 
Abb.  2.1  Lipid  raft Mikrodomänen.  Im  Bereich  der  lipid  rafts  ist  die Membran  besonders  reich  an 
Sphingolipiden  (blau  dargestellt),  zwischen  denen  sich  Sterole  (grün)  befinden.  Im  Gegensatz  zur 
restlichen Membran, die hauptsächlich aus Phosphilipiden (gelb) besteht, ist die Membran im Bereich 
der  lipid  rafts  aufgrund  der  kompakteren  Anordnung  weniger  fluid.  Durch  die  längerkettigen 
Sphingolipide und die dichte Anlagerung von  Sterolen  ist die Membran  etwas dicker, wodurch  sich 
hier bestimmte Membranproteine anreichern können. (nach Fantini et al., 2002). 
 
2.2 Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus für die 











großer  Vorteil  des  Modellorganismus  ist  es  auch,  dass  S.  cerevisiae  über  homologe 
Rekombination  genetisch  recht  gut  manipuliert  werden  kann.  Giaever  et  al.  (2002) 
konnten bereits für 96 % der ORFs Deletionsmutanten erzeugen und deren Auswirkungen 
unter verschiedenen Bedingungen untersuchen. 
S.  cerevisiae  eignet  sich  auch  besonders  als  Modellsystem  für  die  Anordnung  von 
Membranproteinen  in  PM  Mikrodomänen,  da  diese  hier  bereits  gut  untersucht  sind. 
Ebenso  wie  in  tierischen  und  pflanzlichen  Zellen  wurden  in  Hefen  Domänen  der  PM 
aufgrund  ihrer  Unlöslichkeit  in  Triton  X‐100  als  lipid  rafts  beschrieben  (Kübler  et al., 





al.,  2000).  Neben  den  sogenannten  lipid  rafts  scheint  die  PM  der  Hefen  noch  weitere 
Untergliederungen aufzuweisen. Bei der Untersuchung der Verteilung von drei endogenen 
Plasmamembranproteinen  konnten  Malinska  et  al.  (2003)  mindestens  drei 
unterschiedliche Lokalisationsmöglichkeiten innerhalb der PM feststellen: Zum einen eine 
homogene Verteilung über die gesamte PM, wie es für den Zuckertransporter Hxt1 gezeigt 
wurde.  Zum  zweiten  eine  irreguläre,  netzartig  Verteilung,  bei  der  einige  Bereiche 










Kompartiment  mit  Sterolen  assoziiert,  die  in  Hefen  meist  als  Sterolderivat  Ergosterol 
vorliegen. Für die korrekte Lokalisation des MCC assoziierten Proteins Tat2 (Tryptophan 
Permease) konnte dargestellt werden, dass Ergosterol  für seine korrekte Lokalisation  in 






integrale  Membranprotein  SUR7.  SUR7  ist  eine  Proteinkomponente  der  in  Hefen 
beschriebenen  hot  spots  der  Endocytose,  den  sogenannten  Eisosomen  (Walther  et  al., 
2006).  Die  punktförmigen  MCC  Kompartimente  der  Hefe  PM  sind  überaus  stabil  und 
unbeweglich. Malinska  et al.  (2004)  konnten  nachweisen,  dass  die MCC Kompartimente 
über  die  Zeit  von  einer  Stunde  keinerlei  Mobilität  zeigten.  Eine  Interaktion  mit  dem 
Cytoskelett  oder der Zellwand  ist  unwahrscheinlich,  da  auch durch die Depolymeristion 
des  F‐Aktins  und  die  Entfernung  der  Zellwand  keine  Mobilität  zustande  kam. 
Wahrscheinlich beruht die Stabilität der MCC auf dem großen Anteil an Ergosterol. Xu et 
al.  (2001) konnten zeigen, dass Ergosterol  im Vergleich zu anderen Sterolen sehr stabile 
lipid  rafts  bildet.  Hinzu  kommt,  dass  der  molare  Quotient  von  Ergosterol  zu 
Phospholipiden in Hefen höher ist als in Säugetierzellen (Opekarova und Tanner, 2003). 
Über  die  physiologische  Rolle  der  MCC  Kompartimente  ist  noch  nicht  viel  bekannt. 
Grossmann  et al.  (2008)  nehmen  an,  dass  Proteine  innerhalb  der  MCC  vor  Endocytose 
geschützt  sind  und  die  Lokalisation  in  MCC  damit  auch  den  turnover  der  Proteine 
beeinflusst. 
 
2.2.1 Beispiele für Proteine in PM Mikrodomänen in S. cerevisiae 
2.2.1.1 SUR7 
Das  Membranprotein  SUR7  aus  S. cerevisiae  wurde  1997  von  Sivadon  et al.  (1997)  bei 
einem screening an Hefemutanten erstmals beschrieben. Sivadon et al. (1997) berichteten, 




konnte  gezeigt werden, dass  sie nach osmotischem Schock vermehrt  exprimiert werden 
(Rep et al., 2000; De Risi et al., 1997). Young et al. (2002) konnten die Proteine der SUR7 
Familie  in cortikalen Clustern nachweisen, die nicht mit Aktinclustern kolokalisiert  sind. 
Dabei  ergab  sich,  dass  die  Lokalisation  von  SUR7  in  cortikalen  Clustern  von  einer 
extrazellulären Interaktion mit der Zellwand abhängig ist. Weiterhin scheint SUR7 an der 
Sporulation  beteiligt  zu  sein  und  die  Sphingolipid  Zusammensetzung  der  Membran  zu 
beeinflussen  (Young  et al.,  2002).  Auch  in  der Hefe Candida albicans  ist  SUR7, wie  in  S. 
cerevisiae,  in  MCC  ähnlichen  Flecken  in  der  PM  lokalisiert.  Allerdings  zeigen  SUR7 
Deletionsmutanten  in  Candida albicans eine  gestörte  Endocytose,  Aktinlokalisation  und 
eine  gestörte  räumliche  Regulation  des  Zellwandwachstums  (Alvarez  et  al.,  2008). 








HUP1  (hexose uptake protein)  ist  ein  Hexose‐Protonen‐Symporter  aus  Chlorella kessleri, 
der  zur  großen  Gruppe  der  transmembrane  facillitators gehört,  die  auch  Uniporter  und 
Antiporter  umfasst.  Die  transmembrane  facillitator  Proteine  setzen  sich  aus  12 
Transmembran Helices  zusammen. Bei einer Expression des HUP1::GFP Fusionsproteins 
in S. cerevisiae beobachten Grossmann et al. (2007) ebenfalls eine Anordnung des Proteins 
in  Clustern,  die  mit  anderen  MCC  Proteinen  kolokalisieren.  Grossmann  et  al.  (2007) 




2.3 Beweglichkeit von Proteinen in der Plasmamembran 
Das  Diffusionsverhalten  von  Membranproteinen  wird  durch  die  oben  genannten 
Mikrodomänen  beeinflusst.  Neben  der  Unterteilung  der  Plasmamembran  in 
unterschiedliche  Membrandomänen  mit  unterschiedlichen  Lipid‐  und 
Proteinzusammensetzungen  kommt  es  auch  durch  das  cortikale  Cytoskelett  direkt 
unterhalb  der  Membran  zu  einer  Strukturierung  der  Membran.  Nach  dem 
Plasmamembranmodell  von Kusumi et al.  (2005),  bildet Aktin über  eine  Interaktion mit 
Lipid‐bindenden Proteinen ein Aktin‐basiertes Netz, auch bildlich als „Zaun“ beschrieben, 
der über Transmembranproteine, die „Pfosten“, stabilisiert wird. Neben den Protein‐Lipid‐
Interaktionen  in  Lipidmikrodomänen  der  Membran  kann  auch  dieses  Netzwerk  die 
Diffusionseigenschaften von Proteinen in der Plasmamembran beeinflussen. Proteine, die 
auf der einen Seite mit Aktin interagieren und auf der anderen Seite mit DRMs assoziiert 
sind,  sind  zum  Beispiel  Proteine  der  ERM  Familie,  die  durch  Phosphoinosid‐Lipide 
aktiviert werden  und  in  ihrem  aktiven  Zustand  an  Aktin  binden  können  (Tsukita  et al., 
1997), oder Vinculin (Wirth et al., 2009), das an der Membran‐Cytoskelett‐Interaktion an 
den  focal adhesion  Zellverbindungen  beteiligt  ist.  Besonders  interessant  ist  auch,  dass 
Leonoudakis  et  al.  (2004)  kürzlich  durch  pull  down  Experimente  und 
Affinitätschromatographie  zeigen  konnten,  dass  der  K+‐Einwärtsgleichrichter  Kir  2.2, 
durch eine Verbindung mit  einem weiteren Protein, mit  einem Aktin bindenden Protein 
LIM assoziiert ist.  
Weiterhin  kann  die  Diffusion  von  Proteinen  in  der  Membran  auch  durch  vermehrte 







Mit  der  Lipiddoppelschicht  der Membran  besitzen  Zellen  eine  schützende  Barriere  und 
Kompartimentierung, die sie zum Außenmedium abgrenzt. Durch das hydrophobe Innere 
der  Lipiddoppelschicht  ist  die  Membran  nahezu  undurchlässig  für  Ionen  und  geladene 
größere  Moleküle.  Dennoch  ist  ein  Austausch  mit  dem  Außenmedium  wichtig.  Zum 
Beispiel  um  Nährstoffe  aufzunehmen  oder  lebenswichtige  elektrochemische  Gradienten 
für den Energiehaushalt  aufrecht  zu erhalten. Die Translokation von  Ionen und anderen 
Substraten  erfolgt  über  Ionenkanäle  oder  Transporter.  Ionenkanäle  sind 
Transmembranproteine,  die  die  Membran  durchspannen  und  den  schnellen  Durchtritt 
von  Ionen ermöglichen. Der Durchtritt der  Ionen erfolgt durch passive Diffusion entlang 
des elektrochemischen Gradienten.  
Ionenkanäle  werden  aufgrund  ihrer  Ionenselektivität,  der  Topologie  oder  ihres 
Aktivierungsmechanismus  in  verschiedene  Gruppen,  wie  spannungsgesteuerte 
Ionenkanäle, mechanosensitive Kanäle oder ligandengesteuerte Ionenkanäle unterteilt.  
Kanäle  die  zur  „Superfamilie“  der  K+‐Kanäle  gehören,  sind  an  vielen  physiologischen 
Prozessen  beteiligt,  wie  der  Aufrechterhaltung  des  zellulären  Ruhepotentials  oder  der 
neuronalen  Erregbarkeit.  Die  Funktion,  Struktur  und  vor  allem  die  Regulation  von  
K+‐Kanälen  ist  interessant,  da  eine  gestörte  Funktion  oder  Regulation  von  K+‐Kanälen 
häufig  zu  Herz‐Erkrankungen,  Diabetes  und  neuronalen  Krankheiten  führt.  In  Pflanzen 
spielen K+‐Kanäle eine wichtige Rolle bei der K+‐Aufnahme in die Wurzel, der Abgabe von 
Kalium  ins  Xylem  und  der  Öffnung  der  Stomata.  Für  die  Regulation  des  Öffnens  und 
Schließens  der  stomatären  Pore  kommt  es  zu  einem  schnellen  Kalium‐Flux  über  die 
Plasmamembran  der  Schließzellen,  der  einen  osmotisch  bedingten  Wasserein  bzw. 
Wasserausstrom zur Folge hat. Die Kalium Leitfähigkeit der Schließzellmembran wird vor 
allem  durch  Mitglieder  der  shaker‐ähnlichen  Kanäle  bestimmt.  In  Arabidopsis  thaliana 
wurde  ein  shaker‐ähnlicher  Kanal,  GORK  (Hosy  et al  2003),  gefunden,  der  den  Kalium‐
Auswärtsstrom  leitet.  Am  Kalium‐Einstrom  in  die  Schließzellen  sind  in  Arabidopsis 
tahliana mindestens  5  shaker‐ähnliche Kanäle  (KAT1,  KAT2,  AKT1  und AtKC1)  beteiligt 
(Szyroki et al., 2001).  
 
2.4.1  K+-Kanal KAT1  









die  zwischen S5 und S6  liegt,  trägt die K+‐Kanal‐Signatur‐Sequenz GYG  (Heginbotham et 
al.,  1994).  Die  Transmembrandomäne  S4  bildet  den  Spannungssensor.  Der  eigentliche 
Kanal wird  durch  ein  Tetramer  aus  4 α‐Untereinheiten  gebildet. KAT1 hat  einen  relativ 
kurzen  (63  Aminosäuren)  cytosolischen  N‐Terminus  und  einen  relativ  langen  (297 
Aminosäuren)  C‐Terminus.  Im  C‐Terminus  befindet  sich  eine  putative  Bindestelle  für 
zyklische  Nukleotide  cNBD  (cyclic  nucleotide  binding  domaine),  die  auch  bei  den  HCN 
Kanälen  vorkommt.  Erst  kürzlich  wurde  im  C‐Terminus  des  KAT1  innerhalb  der  cNBD 
Domäne eine Signalsequenz aus sauren Aminosäuren identifiziert, die für den effizienten 
ER‐Export  des  Kanals  verantwortlich  ist  (Mikosch  et al.,  2006).  Über  diese  ER‐Export‐
Signalsequenz ist es möglich, die Proteinsortierung (Trafficking) des Kanals zu regulieren. 
Dies  stellt  für  die  Zelle  auch  eine Möglichkeit  dar,  die Anzahl  der  aktiven Kanäle  in  der 





Transmembrandomänen  S1  bis  S6.  Zwischen  S5  und  S6  befindet  sich  die  Porenregion mit  der  für 
K+Kanäle typischen Signatursequenz GYG. Im langen, cytosolischen C­Terminus befindet sich innerhalb 
der cNBD Domäne das ER­Exportmotiv DIDAE und am Ende die KHA  Interaktionsdomäne.  
2.4.2 Räumliche Anordnung und Clusterbildung von KAT1 in der PM 
Bei Lokalisationsstudien des KAT1::GFP Fusionsproteins  in Vicia faba  Schließzellen zeigt 
KAT1  eine  ausgeprägte Verteilung  in  radialen  Streifen  in der PM  (Homann et al.,  2007). 
Das Verteilungsmuster von KAT1 in Schließzellen ist unabhängig von der Spaltöffnung der 





der  Kanal  eine  punktförmige  Verteilung.  Eine  punktförmige  Anordnung  von  KAT1 






















Clustern  in  der  PM  wurde  auch  in  intakten  Tabak  Epidermiszellen  und  Protoplasten 
gezeigt (Sutter at al., 2006). Bei einer genaueren Betrachtung der radiären Streifen ist zu 
erkennen, dass die Streifen sich wiederum aus vielen kleinen Clustern zusammensetzen. 
Die  Anordnung  von  KAT1  in  Clustern  wurde  auch  in  Protoplasten  von  Vicia  faba 
Schließzellen  beobachtet.  Parallele  elektrophysiologische  Messungen  von  Leitfähigkeit 
und  Kapazität  an  KAT1  exprimierenden  Vicia  faba  Schließzellprotoplasten  lassen 
vermuten,  dass  eine  Regulation  der  Dichte  der  Kanäle  in  der  PM  über  die  Exo‐  und 
Endocytose von in Clustern organisierten Kanälen erreicht wird (Hurst et al., 2004).  
 
2.4.3 Kationenkanal HCN4, Beispiel für einen in Mikrodomänen lokalisierten 
K+-Kanal 
Der  tierische  Kationenkanal  HCN4  kommt  im  Gehirn,  der  Retina  und  vor  allem  im 
Sinusknoten des Herzens vor, wo er als Schrittmacherkanal am Impuls für den Herzschlag 
beteiligt  ist.  In  Säugetieren  wurden  bisher  vier  Isoformen  HCN1  bis  HCN4  gefunden. 
(Ludwig  et  al.,  1999)  HCN4  zählt,  wie  KAT1,  ebenfalls  zur  Familie  der 
spannungsabhängigen  shaker‐ähnlichen  Kanäle.  Im  Bereich  des  C‐Terminus  zeigt  KAT1 




den  Transmembransegmenten  S1  bis  S6  aufgebaut.  Die  Porenregion  trägt  ebenfalls  die 
typische Signatursequenz GYG der K+‐Kanäle im Selektivitätsfilter. Im C‐Terminus hat der 
HCN4 im Vergleich zu KAT1 auch die cNBD Sequenz, jedoch keine KHA‐Domäne. 
Da  HCN4  große  Ähnlichkeiten  zu  KAT1  zeigt,  wurde  er  bei  den  vorliegenden 
Untersuchungen als Vergleich herangezogen. Besonders  interessant macht den Vergleich 
mit HCN4, dass er nach Barbuti et al. (2004) in sogenannten lipid rafts vorliegt. Barbuti et 
al.  (2004)  konnten HCN4  zusammen mit  dem Markerprotein  Flotillin  aus  der Membran 
von HEK293 Zellen in einem Saccharosegradienten in der  lipid raft Fraktion nachweisen. 












mit  Hilfe  von  fluorescence recovery after photobleaching  (FRAP)  Experimenten  beurteilt. 
Die laterale Beweglichkeit des Kanals wurde im pflanzlichen und im tierischen Zellsystem, 





innerhalb  der  PM.  Für  die  Charakterisierung  der  KAT1  Cluster  wurden  tierische  Zellen 
(HEK293 und CHO‐K1 Zellen) und S. cerevisiae Zellen als heterologe Expressionssysteme 
verwendet. Besonders S. cerevisiae eignete sich hier als etabliertes Modellsystem, das sich 
durch  gut  untersuchte  PM Mikrodomänen  auszeichnet.  Über  den  Vergleich mit  anderen 
Membranproteinen,  die  ebenfalls  in  Clustern  vorliegen und durch die  Charakterisierung 
der Bedingungen, die einen Einfluss auf diese Cluster haben, sollten Rückschlüsse auf die 







3 Material und Methoden 
3.1 Chemikalien und Fluoreszenzfarbstoffe 
Chemikalien  wurden,  soweit  nicht  anders  angegeben,  von  den  Firmen  AppliChem 
(Darmstadt),  Bio‐Rad  (München),  Fermentas  (St.  Leon‐Rot),  Gibco  BRL  (Eggenstein), 
















kann  (Yancey  et  al.,  1996).  Dabei  bildet  MBCD  einen  Komplex  mit  den  Sterolen  der 
Plasmamembran.  Die  lipophilen  Sterole  ordnen  sich  im  hydrophoben  Inneren  des 
Komplexes an. Die Wasserlöslichkeit der Sterole wird dadurch stark erhöht, wodurch sie 
aus der Membran herausgewaschen werden (Ilangumaran & Hoessli, 1998). MBCD kann 














Latrunkulin B wurde mit  einer Endkonzentration  von 10 µm direkt  in HEK293 Medium 




Der  Membranfarbstoff  FM4‐64  (Invitrogen,  Karlsruhe)  gehört  zur  Gruppe  der 




3.3 Organismen/Heterologe Expressionssysteme 
3.3.1 Escherichia coli 
Für die Vermehrung der jeweiligen Plasmide wurden kompetente Zellen des Laborstamms 
E. coli XL 1 (Stratagene, Heidelberg) verwendet. 
E.  coli wurde  in  Luria und Bertani (LB) Medium kultiviert. Durch die Zugabe der Antibiotika 
Ampicillin oder Kanamycin (Ampicillin 100 mg/l; Kanamycin 50 mg/l) wurde ggf. auf 
Bakterien selektioniert, die ein Plasmid mit dem entsprechenden Selektionsmarkergen trugen. 
Flüssigkulturen wurden bei 37 °C und 2200 rpm im Schüttler und Platten bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. 
 
3.3.1.1 Hitzeschocktransformation von E. coli 
Für die Hitzeschocktransformation wurde der E. coli Stamm XL1 verwendet. Die Bakterien 





entsprechenden  Antibiotikum  zur  Selektion  ausplattiert  und  über  Nacht  bei  37 °C 
inkubiert. 
























3.3.2 Human embryonic kidney cells  (HEK293) 
Die  eukaryontische  Zelllinie  „human  embryonic  kidney  cells“  (HEK293)  wurde  durch 
Einbringen  gescherter  Adenovirus  DNA  in  embryonale  menschliche  Nierenzellen 
hergestellt (Graham et al., 1977). Die Zellen wurden in DMEM/F12 mit 10 % (v/v) FCS, 2,5 
mM Glutamin und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Inkubation der Zellen 
erfolgte  in  einem  CO2‐begasten  Brutschrank  (Heraeus)  unter  standardisierten 
Bedingungen von 37° C und 5 % CO2. 
 
3.3.3 Chinese hamster ovary cells  (CHO-K1) 
Die  CHO‐K1  Zellen  (Puck,  1957)  wurden  mit  den  gleichen  Medien  und  Bedingungen 
angezogen,  wie  die  HEK293  Zellen.  CHO‐K1  Zellen  gelten  ebenfalls  als  gut  etabliertes 
Expressionssystem für Ionen Kanäle (Gamper et al., 2005). 
3.3.3.1 Transfektion der HEK293 und CHO-K1 Zellen 
Zum  Einschleusen  von  Plasmiden  wurde  das  Mittel  TransFectin  (Bio  Rad)  gemäß  den 
Herstellerangaben verwendet.  
 






















3.3.4.1 Transfektion von Vicia faba durch particle bombardment 
Für  die  Transfektion  wurden  junge  Vicia  faba  Blätter  ausgewählt.  Das  bombardment 
wurde mit dem Biolisitc® PDS‐1000/He Particle Delivery system von Bio‐Rad (München) 
durchgeführt.  Hierfür  wurden  15  µg  Plasmid  DNA  auf  2  mg  Goldpartikel  (1µm 
Durchmesser) gefällt. Für die Fällung wurde zur DNA 50 % des Gesamtvolumens an 2,5 M 
CaCL2  Lösung  und  16  %  des  Gesamtvolumens  an  0,1  M  Spermidinlösung  gegeben.  Die 
Fällung erfolgte mindestens 20 min auf Eis. Nach der Fällung wurden die Goldpartikel mit 





3.3.5 S. cerevisiae 
Für  die  heterologe  Expression  in  S.  cerevisiae  wurden  verschiedene  Laborstämme 
eingesetzt.  
3.3.5.1 W303 
Der  W303  Wildtyp  Hefestamm  wurde  für  Lokalisationsstudien  eingesetzt.  Genotyp: 
MATa/MATα  {leu2‐3,112  trp1‐1,  can1‐100,  ura3‐1,  ade2‐1,  his3‐11,15}[phi+]  Der 











für  Komplementationstests  mit  heterolog  exprimierten  K+‐Kanälen  eingesetzt  werden. 
Genotyp:  MATa  ade2‐1  can1‐100  his3‐11,15leu2‐3,112  ,rp1‐1  ura3‐1  trk1::HIS3 
trk2::TRP1. Der Hefestamm wurde von D. Minor (San Francisco) zur Verfügung gestellt.  
 
3.3.5.3 BY4741 Δerg6  
Bei  dieser  Mutante  des  Hefestammes  BY4741  ist  die  Delta‐(24)‐Sterol‐C‐
Methyltransferase  (konvertiert  Zymosterol  zu  Fecosterol)  nicht  aktiv,  wodurch  die 
Ergosterolsynthese  gestört  ist  (Xu  and Nes,  1988). Dieser  Stamm wurde  verwendet,  um 
die Lokalisation von Membranproteinen in Zellen mit veränderter PM Zusammensetzung 





Ergosterolsynthese.  Der  Stamm  wurde  freundlicherweise  von  Dr.  Guido  Grossmann 
(Universität Regensburg)  zur Verfügung  gestellt,  Genotyp: MATα  his3‐Δ1,  leu2‐Δ0,  lys2‐
Δ0, ura3‐Δ0. 
 
3.3.5.5 Transfektion von S. cerevisiae 
Die  Laborstämme  W303,  SGY1528,  und  BY4741  wurden  mit  dem  Frozen‐EZ  Yeast 
Transformation  II™  (Zymo‐Research,  Orange,  Kalifornien,  USA)  gemäß  der 




durch  Zentrifugation  geerntet,  der  Überstand  verworfen  und  die  Zellen  mit  sterilem 
ddH2O gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml sterilem ddH2O aufgenommen und mittig auf 
selektiven  SD  –ura  Platten  ausgebracht.  Vor  dem  Beschuss  wurden  die  Platten  5  min 
inkubiert, so dass sich die Hefezellen absetzen konnten. Das bombardment wurde mit dem 








mindestens  20  min  auf  Eis.  Nach  der  Fällung  wurden  die  Goldpartikel  mit  70  %  und 
anschließend mit 100 % Ethanol gewaschen. Die gewaschenen Goldpartikel wurden in 20 
µl  100  %  Ethanol  aufgenommen  und  auf  den Macrocarrier  aufgetragen.  Der  Beschuss 
erfolgte mit 900 psi.  
 
3.3.5.6 Komplementationstest  
Für  den Komplementationstest wurde  der Hefestamm SGY  1528  eingesetzt  (Tang  et al., 
1995),  bei  dem die  Gene  für  die  endogenen  K+‐Kanäle  Trk1  und  Trk2  deletiert  sind,  so 























































































3.3.5.8 Messung des Membranpotentials mit dem Fluoreszenzindikator Bisoxonol 
Für die optische Bestimmung der relativen Änderung des Membranpotentials wurde der 
spannungsabhängige  Fluoreszenzfarbstoff  Bisoxonol  (Bis‐(1,3‐diethylthiobarbiturat)‐
trimethineoxonol) verwendet. Der  lipophile Fluoreszenzindikator zeigt bei zunehmender 
Membrandepolarisation  eine  steigende  Fluoreszenzintensität.  Für  die  Bestimmung  der 
relativen Membranpotentialänderung wurde die Hefezellsuspension (in 50 mM Tris pH 7) 
vor  der  spektralphotometrischen  Messung  mit  Bisoxonol  versetzt  (Endkonzentration  1 
µM).  Als  Auslöser  der Membrandepolarisation wurde  die  externe Kalium Konzentration 





3.3.5.9 Isolierung von Hefe-Protoplasten 
Die Isolation der Hefe‐Protoplasten erfolgte nach dem Protokoll von Bertel et al., (1998). 
Für die Isolierung der Hefe‐Protoplasten wurde eine 10 ml Übernachtkultur (ca. 17 h) in 
SD  ‐ura  angesetzt.  Die  Hefezellen  wurden  am  nächsten  Morgen  durch  Zentrifugation 
geernetet.  (4000  rpm,  3 min).  Das  Zellpellet  wurde  in  3 ml  Puffer  I  resuspendiert  und 
anschließend 15 min auf dem Schüttler  inkubiert  (30°C, 220  rpm). Nach der  Inkubation 
wurden  4  ml  Puffer  II  mit  3  mg  Zymolyase  20T  und  100  mg  BSA  versetzt  und  zur 
Zellsuspension hinzugefügt. Die Zellen wurden weitere 45 min auf dem Schüttler inkubiert 




























3.3.5.10 Größenbestimmung der Proteincluster  
Für die Bestimmung der Clustergröße wurden CLSM Aufnahmen von der Oberfläche der 
Hefezellen  verwendet.  Von  diesen  Aufnahmen  wurde  die  jeweilige  relative 
Fluoreszenzintensität  für  jeden  Pixel  ermittelt.  Die  ermittelten  relativen  Intensitäten 
wurden  anschließend  mit  einer  elliptischen  2D  Gaußkurve  gefittet  (1a).  Anhand  der 
gefitten  Funktion  wurde  der  full withs half maximum  (FWHD)  Wert  ermittelt,  der  die 
Größe der Cluster wiedergibt.  
 
f (x,y) = z0 + 4ln2π
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Schnittstelle  eingefügt.  Das  Fusionsprodukt  KAT1::GFP5  liegt  unter  der  Kontrolle  eines 




Das  pVT100  Plasmid  kann  als  schuttle  Vektor  in  E. coli  und  in  S. cerevisiae amplifiziert 
werden. Für die Selektion in E. coli besitzt er ein Ampicillin‐Resistenzgen und einen Uracil‐
Auxotrophiemarker  für S. cerevisiae. Das 2 μ‐Ori  (origin of replication) sorgt  in Hefen  für 
eine  stabile  Expressionsrate. Das HUP1‐codierende Gen  ist  C‐terminal  an GFP  fusioniert 








Pvu1‐Schnittstelle  an  Position  2516  wurde  entfernt  und  durch  die  Sequenz  
5´‐GTAGGATCG‐3´  ersetzt.  Ebenfalls  wurde  die  Pvu1‐Schnittstelle  an  Position  4417 
entfernt und durch die Sequenz 5´‐CAACGATTGGAG‐3´ ersetzt. Der GAL1‐Promotor wurde 







die  SalI‐  und  Bam HI‐Schnittstelle  einkloniert.  Für  die  Selektion  in E. coli  besitzt  er  ein 
Ampicillin‐Resistenzgen und einen Uracil‐Auxotrophiemarker für S. cerevisiae. 






und  S. cerevisiae.  Er  ist  4302  bp  groß.  Für  die  Selektion  in E. coli  trägt  er  ebenfalls  ein 
Ampicillin  Resistenzgen.  Für  die  Selektion  in  Hefe  hat  er  jedoch  einen  Uracil‐




3.4.7 pYEX-BX:rEAG1::yEGFP bzw. pYEX-BX:TOK1::yEGFP 









































Für  die  Gelelektrophorese  wurden  Agarosegele  (1  %)  mit  TAE‐Puffer  hergestellt.  Als 
Größenstandard wurde der 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas, St Leon‐Rot) verwendet. 
 
3.4.12 Isolierung von Plasmid DNA 
Plasmid  DNA  im  Midi  Maßstab  wurde  mit  dem  Präparationskit  GenEluteTM  High 
Performance  Plasmid  Midiprep  KIT  (Sigma‐Aldrich,  St  Louis,  USA)  nach  Angaben  des 
Herstellers isoliert.  
Die Plasmidisolierung aus E.coli im MiniMaßstab erfolgte mittels Zyppy™ Plasmid Miniprep 
Kit  (Zymo‐Research,  Orange,  CA  USA)  nach  Herstellerangaben.  Eluiert  wurde  in  30  μl 
ddH2O. 
 
3.4.13 Quantifizierung der Plasmid DNA 
Die Konzentrationen wässriger DNA Lösungen wurden spektralphotometrisch anhand der 






3.5 Konfokale Laser Raster Mikroskopie (CLSM) 
Das CLSM ist  in der Zellbiologie eine der wichtigsten Methoden für die Untersuchung an 
lebenden  Zellen.  Die  CLSM  Technik  verbessert  im  Vergleich  zur  herkömmlichen 
Lichtmikroskopie  die  Signal  zu  Hintergrund  Auflösung.  Hierzu  wird  die  Fluoreszenz 
markierte Probe nur innerhalb eines definierten Bereiches und mit Licht einer definierten 
Wellenlänge  angeregt.  Das  durch  die  Fluorophore  des  Präparats  emittierte  Licht  wird 





Helium‐Neon‐Laser mit  den Wellenlängen  543  und  633  und  dem  Scanner  (TCS  NT/SP) 
zusammen. Die verwendeten Objektive waren das HCX PL APO 63x AN 1,2 W und das HCX 
PL APO 100x/1,4 NA. 
Für  die  Lokalisationsstudien  am  CLSM  wurden  die  zu  untersuchenden  Proteine  mit 
verschiedenen fluoreszierenden Proteinen fusioniert. Für die FRAP Experimente wurden 
die  untersuchten Proteine mit  EGFP  (enhanced green fluorescent protein)  fusioniert.  GFP 
wurde  mit  einer  Wellenlänge  von  488  nm  angeregt  und  zwischen  500  und  540  nm 
detektiert. 
Für  die  Markierung  der  PM  wurde  der  Farbstoff  FM4‐64  verwendet.  FM4‐64  ist  ein 
amphiphiler Farbstoff, der sich an die Membran anlagert. Der Farbstoff kann nicht durch 
die Membran diffundieren,  sondern wird nur über Endocytose  aufgenommen.  Er wurde 
mit Licht der Wellenlänge 488 nm angeregt und zwischen 610 nm und 680 nm detektiert.  
 
3.5.1 Fluorescence recovery after photobleaching  (FRAP) 
Um  die  laterale  Beweglichkeit  von  Membranproteinen  zu  untersuchen,  wird  häufig  die 
1976 von Axelrod et al. entwickelte FRAP Methode angewendet.  
Bei der FRAP Analyse wird in einem definierten Bereich der Probe der Fluorophor durch 
Belichtung mit  einer hohen  Intensität  gebleicht. Daraufhin können  fluoreszenzmarkierte 
Proteine aus der Umgebung wieder in den gebleichten Bereich einwandern (diffundieren), 
wodurch  es  zu  einer Rückkehr  der  Fluoreszenz  in  dem  gebleichten Bereich  kommt. Die 
Rückkehr  der  Fluoreszenz  kann  über  die  Zeit  beobachtet  werden.  Die  Geschwindigkeit 
und  das  Ausmaß  der  Fluoreszenzrückkehr  geben  Aufschluss  über  die  laterale 







Abb.  3.2  Typischer  Verlauf  der  Fluoreszenzintensität  in  einem  FRAP  Experiment.  Die 
Fluoreszenzintensität aus drei ausgewählten Bereichen der Probe wurde gegen die Zeit aufgetragen. 
Die rote Kurve zeigt die gebleichte Region vor, während und nach dem Bleichen. Die blaue Kurve zeigt 





der  Messungen  verwendet  (Abb.  3.2).  Erstens  die  Fluoreszenzintensität  der  tatsächlich 
gebleichten  Region  (Ifrap),  zweitens  die  Fluoreszenzintensität  des Hintergrunds  (Ibase),  in 
der  keine  Fluoreszenz  zu  erwarten  war  und  drittens  die  durchschnittliche 
Fluoreszenzintensität  der  gesamten  beobachteten  Zelle  (Iwhole).  Die  Intensitäten  dieser 
Bereiche  wurden  jeweils  vor  dem  Bleichen  (pre bleach)  und  nach  dem  Bleichen  (post 
bleach) ermittelt.  
Bei  der  FRAP  Analyse  kommt  es  bei  jeder  Aufnahme  zu  einem  Bleichen  der 
Gesamtfluoreszenzintensität  über  die  Zeit  (aquisition bleaching).  Dies  kann  nachträglich 
korrigiert werden. 
Die  gemessenen  Fluoreszenzintensitäten  wurden  nach  der  „double  normalization“ 











































Um  anhand  der  gefitteten  Exponentialfunktion  die  für  den  FRAP  Verlauf 
charakteristischen  Parameter  t1/2  (Dauer  bis  zum  Erreichen  der  halbmaximalen 
Fluoreszenzrückkehr)  und  m  (mobile  Fraktion)  besser  ablesen  zu  können,  wurde  die 










halbmaximalen  Fluoreszenzrückkehr  t1/2  (half max)  verwendet.  Ausgehend  von  einer 
Exponentialfunktion,  ohne  Offset  Verschiebung  auf  der  Y‐Achse,  ergibt  sich  für  die 
halbmaximale Fluoreszenzrückkehr die Funktion (3) 
 






























































sich  daraus  die  Exponentialfunktion  (7),  die  für  das  Fitten der  FRAP Kurven  verwendet 
wurde, an der die Parameter m und t1/2 direkt abgelesen werden können. 
 











mit  ca.  30 %  Laserintensität  der  488 nm  Argon‐Krypton‐Laser  Linie  zweimal  mit  dem 
minimalst möglichen Zeitabstand von 1,7 sec aufgenommen. Das Bleichen erfolgte in einer 











4 Ergebnisse  
4.1 Untersuchung der lateralen Mobilität von K+-Kanälen durch 
Fluorescence Recovery after Photobleaching  (FRAP) 
Die  FRAP  Technik  ermöglicht  die  Messung  der  zweidimensionalen,  lateralen 
Beweglichkeit  von  fluoreszenzmarkierten  Proteinen  (Axelrod,  1976)  und  findet  oft 
Verwendung bei der Untersuchung der Diffusion von Proteinen in zellulären Membranen 
(Poo, 1974). FRAP Kurven können quantitativ ausgewertet werden. Ein Beispiel  für eine 
typische  FRAP  Kurve  ist  in  Abb.  3.2  gezeigt.  FRAP  Kurven  variieren  vor  allem  in  der 
Geschwindigkeit  der  Fluoreszenzrückkehr  und  in  der  erreichten  Intensität.  Die 





der  gebleichten  Region  verbleiben  und  somit  nicht  zur  Rückkehr  der  Fluoreszenz 
beitragen.  Dieser  Anteil  wird  auch  als  immobile  Fraktion  bezeichnet,  der  Anteil  der 
Moleküle  der  zur Rückkehr der  Fluoreszenzintensität  beiträgt, wird  als mobile  Fraktion 
(m) bezeichnet.  
Die  gemessenen  FRAP  Kurven  wurden  dann mit  einer  Exponentialfunktion  (7)  gefittet. 
Wie  unter  Abschnitt  3.5.1  beschrieben,  ergeben  sich  daraus  die  charakteristischen 
Parameter für die laterale Mobilität der Proteine m und t 1/2. 
Die  Mobilität  von  Molekülen  wird  im  Wesentlichen  durch  Diffusion,  aber  auch  durch 
(chemische)  Interaktion  bestimmt.  Die  Diffusionsgeschwindigkeit  des  Moleküls  wird 
wiederum  durch  die  Größe  des  Moleküls,  die  Viskosität  und  die  Temperatur  der 
Umgebung  charakterisiert.  Weiterhin  kann  die  Diffusion  auch  durch  physikalische 
Strukturen eingeschränkt sein.  
 
4.1.1 Laterale Mobilität des K+-Kanals KAT1 in der PM von Vicia faba 
Schließzellen 
Zunächst  wurde  die  laterale  Mobilität  des  K+‐Kanals  KAT1  in  pflanzlichen  Zellen 
untersucht.  Der  aus  Arabidopsis thaliana  klonierte  K+‐Kanal  wird,  wie  in  Reportet‐Gen‐












Abb. 4.1 FRAP an KAT1::GFP  exprimierenden Vicia  faba  Schließzellen. Die Abbildung  zeigt an  einer 
Beispielzelle  (a)  die  Lokalisation  von  KAT1::GFP  in  der  PM,  sowie  die  für  die  FRAP  Untersuchung 
ausgewählten Bereiche (b, c, d). Die eigentliche Bleichregion ist rosa, der Bereich der gesamten Zelle 




Abb.  4.2  gezeigt.  Dargestellt  sind  die  bereits  auf  1  normierten  und  um  das  aquisition 
bleaching  korrigierten  Messwerte  nach  dem  Bleichen  (schwarze  Kreise).  Die  rote  Linie 
zeigt den Verlauf der mit der Exponentialfunktion (7) gefitteten Kurve.  











Abb.  4.2  FRAP  an  KAT1::GFP  exprimierenden  Vicia  faba  Schließzellen.  Darstellung  der  auf  1 
normierten  Fluoreszenzrückkehr  nach  dem  Bleichen.  Der  mit  einer  Exponentialfunktion  gefittete 
Kurvenverlauf ist rot dargestellt.  
Im  Mittel  lag  die  mobile  Fraktion  bei  0,15.  Dies  besagt,  dass  nur  15  %  der 
Fluoreszenzintensität,  verglichen  mit  der  Ausgangssituation  in  den  gebleichten  Bereich 
zurückkehren Die kleinste ermittelte mobile Fraktion lag bei 0,09 die größte bei 0,21. Die 
halbmaximale  Dauer  der  Fluoreszenzrückkehr ݐଵ ଶ⁄  lag  im Mittel  bei  92  s.  Der  geringste 
Wert  für ݐଵ ଶ⁄  wurde mit 42  s und der höchste mit 180 s ermittelt. Die ermittelten FRAP 
Parameter der Messungen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. 
 
4.1.2 Laterale Mobilität des K+-Kanals KAT1 in der PM von HEK293 Zellen 
Um die laterale Beweglichkeit von KAT1 in einem System ohne Zellwand zu untersuchen, 
wurde  das  KAT1::GFP  Fusionskonstrukt  heterolog  in  HEK293  Zellen  exprimiert.  Durch 
CLSM  Mikroskopie  konnte  gezeigt  werden,  dass  KAT1  in  HEK293  Zellen  in  der  PM 
lokalisiert ist, aufgrund der starken Überexpression jedoch auch im ER und Golgiapparat 










Abb.  4.3  FRAP  an  PM  lokalisiertem  KAT1::GFP  in  HEK293  Zellen  Die  Abbildung  zeigt  an  einer 




FRAP  Messung  nach  dem  ein  sehr  geringer  Teil  der  Fluoreszenz  aus  den  Randregionen  in  den 
gebleichten Bereich zurückgekehrt ist.  
Zwei Beispiele  für den Verlauf von FRAP Kurven an KAT1::GFP exprimierenden HEK293 
Zellen  sind  in  Abb.  4.4  dargestellt.  Es  sind  die  bereits  auf  1  normierten  und  um  das 
aquisition bleaching korrigierten Messwerte nach dem Bleichen abgebildet. Die rote Linie 
zeigt den Verlauf der mit der Exponentialfunktion (7) gefitteten Kurve.  
Insgesamt  ist  nur  eine  sehr  geringe  und  langsame  Rückkehr  der  Fluoreszenz  zu 
beobachten. Verschiedene Messungen an jeweils unterschiedlichen KAT1 exprimierenden 
HEK293  Zellen  ergaben  eine  unterschiedlich  hohe  Fluoreszenzrückkehr  nach  dem 











Abb.  4.4  FRAP  an  KAT1::GFP  exprimierenden  HEK293  Zellen.  Darstellung  der  auf  1  normierten 
Fluoreszenzrückkehr  nach  dem  Bleichen.  Die  Messpunkte  sind  schwarz,  der  mit  einer 
Exponentialfunktion gefittete Kurvenverlauf ist rot dargestellt. (a) zeigt eine Beispielmessung für eine 
sehr  geringe  Fluoreszenzrückkehr.  (b)  zeigt  eine  Beispielmessung  für  eine  etwas  höhere 
Fluoreszenzrückkehr.  
Für die Beurteilung von Geschwindigkeit und Ausmaß der Fluoreszenzrückkehr wurden 
die  Parameter  halbmaximalen  Dauer  der  Fluoreszenzrückkehr ݐଵ ଶ⁄  und  die  mobile 
Fraktion  m  der  FRAP  Kurve  bestimmt  (Tabelle  4.1).  Die  mobile  Fraktion,  die  zur 
eigentlichen Fluoreszenzrückkehr beiträgt,  liegt  im Mittel bei 0,2. Die kleinste ermittelte 
mobile  Fraktion  lag  bei  0,06  die  größte  bei  0,34.  Die  halbmaximale  Dauer  der 










4.1.3 Laterale Mobilität des K+-Kanals HCN4 in der Plasmamembran von 
HEK293 Zellen.  
Um  die  FRAP  Daten  und  die  laterale  Beweglichkeit  des  KAT1  mit  einem  sehr  ähnlich 












Der Verlauf zweier FRAP Kurven für HCN4 ist  in Abb. 4.6 dargestellt.  Insgesamt  ist auch 















Abb.  4.6.  FRAP  an  HCN4::GFP  exprimierenden  HEK293  Zellen.  Darstellung  der  auf  1  normierten 
Fluoreszenzrückkehr  nach  dem  Bleichen.  Die  Messpunkte  sind  schwarz,  der  mit  einer 
Exponentialfunktion gefittete Kurvenverlauf ist rot dargestellt. (a) zeigt eine Beispielmessung für eine 
sehr  geringe  Fluoreszenzrückkehr.  (b)  zeigt  eine  Beispielmessung  für  eine  etwas  höhere 
Fluoreszenzrückkehr.  
Die  ermittelten  FRAP Parameter  sind  in  Tabelle  4.1  zusammengefasst.  Im Mittel  lag  die 
mobile Fraktion bei 0,1, die kleinste lag bei 0,03 und die größte bei 0,26. Die halbmaximale 
Dauer  der  Fluoreszenzrückkehr ݐଵ ଶ⁄  lag  im  Mittel  bei  58  s.  Der  geringste  Wert  für ݐଵ ଶ⁄  
wurde mit 12 s und der höchste mit 152 s ermittelt.  
 
4.1.4 Laterale Mobilität der Kanäle KAT1 und HCN4 nach Sterolverarmung 
der Membran durch Methyl-β-Cyclodextrin 
KAT1 und HCN4 zeigen in den FRAP Untersuchungen eine sehr eingeschränkte Mobilität 
in  der  PM  von  HEK393  Zellen.  Die  Ursache  hierfür  ist  bisher  nicht  bekannt.  Für  HCN4 
wurde nachgewiesen, dass der Kanal in Mikrodomänen der Plasmamembran lokalisiert ist 
(Barbuti  et  al.,  2004),  die  sich  in  der  Regel  durch  einen  hohen  Anteil  an  Sterolen 













Ein  Beispiel  für  eine  FRAP  Untersuchung  an  einer  KAT1::GFP  exprimierenden  HEK293 




























Abb.  4.8  FRAP  an  Methyl­β­Cyclodextrin  behandelten  KAT1::GFP  exprimierenden  HEK293  Zellen. 






Zum  Vergleich  wurden  auch  FRAP  Experimente  an  HCN4::GFP  exprimierenden  Zellen 








Abb.  4.9  FRAP  an  HCN4::GFP  exprimierenden  HEK293  Zellen,  deren  Membran  durch  Methyl­β­
Cyclodextrin an Sterolen verarmt wurde. Die Abbildung zeigt an einer Beispielzelle (a) die Lokalisation 
von HCN4::GFP in der Plasmamembran, sowie die für die FRAP Untersuchung ausgewählten Bereiche 





Der Verlauf  zweier FRAP Kurven  für HCN4  in Methyl‐β‐Cyclodextrin behandelten Zellen 
ist in Abb. 4.10 gezeigt. Dargestellt sind die bereits auf 1 normierten und um das aquisition 
bleaching  korrigierten  Messwerte  nach  dem  Bleichen  (schwarze  Kreise).  Die  rote  Linie 
gibt den Verlauf der mit der Exponentialfunktion (7) gefitteten Kurve an.  
Auch  nach  der  Behandlung mit Methyl‐β‐Cyclodextrin  ist  bei  HCN4,  wie  bei  KAT1  eine 
sehr  geringe  Rückkehr  der  Fluoreszenz  zu  beobachten.  Verschiedene  Messungen  an 
jeweils  unterschiedlichen  HCN4  exprimierenden  HEK293  Zellen  ergaben  eine 
unterschiedlich hohe Fluoreszenzrückkehr nach dem Bleichen. Daher wird hier jeweils ein 


















mobile  Fraktion,  die  zur  eigentlichen  Fluoreszenzrückkehr  beiträgt,  lag  bei  MBCD 
behandelten  HCN4  exprimierenden  Zellen  im  Mittel  bei  0,11.  Die  kleinste  ermittelte 
mobile Fraktion  lag bei 0,05 die größte bei 0,2. ݐଵ ଶ⁄  lag  im Mittel bei 86 s. Der geringste 
Wert für ݐଵ ଶ⁄  wurde mit 33 s und der höchste mit 164 s ermittelt.  
 
4.1.5 Laterale Mobilität des KAT1 Kanals nach Latrunkulin B Behandlung 
Da  KAT1  auch  nach  der  Sterolverarmung  durch MBCD  in  FRAP  Experimenten  nur  eine 
sehr  eingeschränkte  laterale  Mobilität  aufwies,  wurde  nun  getestet,  ob  diese 
Unbeweglichkeit  mit  cortikalen  Aktinfilamenten  zusammenhängt.  Dies  ist  besonders 


























der  Fluoreszenz  zu  beobachten.  Verschiedene  Messungen  an  jeweils  unterschiedlichen 
KAT1  exprimierenden  HEK293  Zellen  ergaben  eine  unterschiedlich  hohe 















einer Exponentialfunktion gefittete Kurvenverlauf  ist  rot dargestellt.  (a)  zeigt eine Beispielmessung 






Mittel  bei  49  s.  Der  geringste  Wert  für ݐଵ ଶ⁄  wurde  mit  31  s  und  der  höchste  mit  62  s 
gemessen.  
 



















Der  Verlauf  einer  FRAP  Kurve  für  ER  lokalisierten  KAT1  ergibt  sich  aus  Abb.  4.14. 
Dargestellt sind die bereits auf 1 normierten und um das aquisition bleaching korrigierten 
Messwerte  nach  dem  Bleichen.  Die  rote  Linie  zeigt  den  Verlauf  der  mit  der 
Exponentialfunktion (7) gefitteten Kurve.  




Abb.  4.14  FRAP  am  ER  KAT1  exprimierender  HEK293  Zellen.  Darstellung  der  auf  1  normierten 













Die  mobile  Fraktion,  die  zur  eigentlichen  Fluoreszenzrückkehr  beiträgt,  lag  bei  ER 
lokalisiertem KAT1 im Mittel bei 0,02. Die kleinste ermittelte mobile Fraktion lag bei 0,01 
die größte bei 0,04. ݐଵ ଶ⁄  lag im Mittel bei 28 s. Der geringste Wert für ݐଵ ଶ⁄  wurde mit 0.3 s 
und der höchste mit 126 s ermittelt.  









der  Zelle,  sowie  die  für  die  FRAP  Untersuchung  ausgewählten  Bereiche  (b,  c,  d).  Die  eigentliche 
Bleichregion ist grün, der Bereich der gesamten Zelle ist orange und der Bereich für die Messung des 
Hintergrunds ist blau markiert. (a) zeigt die Zelle vor dem Bleichen. (c) zeigt die Zelle direkt nach dem 




dem  Bleichen  (schwarze  Kreise).  Die  rote  Linie  zeigt  den  Verlauf  der  mit  der 




















erscheint  KAT1  im  ER  mobiler.  Die  mobile  Fraktion,  die  zur  eigentlichen 
Fluoreszenzrückkehr  beiträgt,  lag  im  Mittel  bei  0,29.  Die  kleinste  ermittelte  mobile 
Fraktion lag bei 0.14 die größte bei 0,66. ݐଵ ଶ⁄  lag im Mittel bei 21 s. Der geringste Wert für 
ݐଵ ଶ⁄  wurde mit 7,6 s und der höchste mit 41 s ermittelt. Damit ist die Fluoreszenzrückkehr 








4.1.7 Zusammenfassung der FRAP Experimente  
Die  aus  den  FRAP  Analysen  erhaltenen  Werte  für  die  mobile  Fraktion  (m)  und  die 
halbmaximale Dauer  der  Fluoreszenzrückkehr sind  in  Tabelle  4.1  zusammengefasst.  Die 
jeweiligen Mittelwerte  sind  außerdem  in Abb.  4.17 und Abb.  4.18  graphisch dargestellt. 
Eine Bewertung der Daten mit  dem  t‐Test  und  einem Signifikanzniveau  von 5 %  zeigte, 
dass die  laterale Mobilität  für KAT1  in Vicia faba  Schließzellen  (pm = 0,12; pt1/2   = 0,41), 
und  in  HEK293  Zellen  (pm  =  0,12;  pt1/2 =  0,69)  im  Vergleich  zu  HCN4  nicht  signifikant 
unterschiedlich  waren.  Ebenso  war  die  laterale  Mobilität  von  KAT1  in  unbehandelten 
Zellen im Vergleich zu MBCD behandelten Zellen (pm = 0,52; pt1/2 = 0,58), und im Vergleich 




  Vicia faba: KAT1 HEK293:KAT1 HEK293:HCN4  HEK293:KAT1
+ MBCD 
  m t1/2 [s] m t1/2 [s] m t1/2 [s]  m  t1/2 [s]
Einzelwerte  0,09  180,28 0,30 84,02 0,08 118,40  0,16  7,92
  0,22  41,80 0,19 79,67 0,03 16,19  0,22  138,12
  0,18  47,33 0,34 59,02 0,18 32,53  0,12  60,27
  0,12  47,34 0,09 127,33 0,27 152,61  0,25  126,84
  0,15  141,98 0,24 86,77 0,03 19,00  0,16  65,48
      0,28 22,06 0,09 11,85   
      0,07 58,87 0,27 47,52   
      0,16 62,28 0,18 63,62   
      0,16 53,30 0,13 60,37   
      0,12 52,23  
      0,16 37,89  
      0,32 50,80  
      0,26 72,93  
Mittelwert  0,15  91,75 0,21 65,17 0,14 58,01  0,18  79,73















  m t1/2 [s] m t1/2 [s] m t1/2 [s]  m  t1/2 [s]
Einzelwerte  0,20  164,03 0,18 51,51 0,04 2,89  0,19  26,72
  0,13  33,18 0,32 30,78 0,01 0,27  0,15  24,96
  0,05  115,12 0,15 53,89 0,01 3,31  0,34  22,67
  0,09  54,63 0,12 49,77 0,01 61,17  0,20  41,26
  0,13  91,00 0,66 60,48 0,01 126,10  0,17  14,91
  0,07  58,26 0,21 38,03 0,04 17,95  0,23  16,46
      0,26 62,24 0,02 6,85  0,46  14,04
      0,02 9,64  0,66  20,36
      0,22  34,39
      0,29  14,07
      0,24  28,55
      0,45  17,07
      0,38  7,65
      0,16  18,99
      0,24  14,51
Mittelwert  0,11  86,04 0,27 49,53 0,02 28,52  0,29  21,11
SD  0,05  43,79 0,17 10,61 0,01 41,25  0,14  8,53
 
 


























Abb. 4.18 Darstellung der  in den FRAP Untersuchungen ermittelten  t1/2 Werte. Es wurde  jeweils der 
Mittelwert mit der entsprechenden Standard Abweichung aufgetragen.  
 
4.2 Lokalisation von Membranproteinen innerhalb der PM 
4.2.1 Räumliche Anordnung von KAT1 in der PM 
Wie  bereits  in  mehreren  Vorarbeiten  beschrieben,  zeigt  der  K+‐Kanal  KAT1  eine 
auffallende Anordnung  in  Clustern  innerhalb  der  PM. Wird der Kanal  heterolog  in Vicia 
faba Schließzellen exprimiert zeigt KAT1 eine Anordnung in Clustern, die sich wiederum 
zu  radiären  Streifen  zusammenlagern.  In  Epidermiszellen  weist  der  Kanal  eine 
Lokalisation  in gleichmäßig verteilten Clustern  in der PM auf  (Homann et al., 2007). Die 
Anordnung  von  KAT1  in  Clustern  wurde  auch  in  zellwandlosen  Protoplasten  von  Vicia 























Abb.  4.19  Anordnung  des  KAT1::GFP  in  CHO­K1  und  HEK293  Zellen.  (a) Maximalprojektion  einer 
KAT1::GFP  exprimierenden  CHO­K1  Zelle.  (b) Maximalprojektion  einer  KAT1::GFP  exprimierenden 
HEK293 Zelle.  
Ein  Vergleich  der  Verteilung  des  pflanzlichen  K+‐Kanals  KAT1  mit  dem  sehr  ähnlich 








4.2.1.1 Abhängigkeit der KAT1 Lokalisation in HEK293 Zellen von Sterolen 
Für den tierischen K+‐Kanal Kv 2.1 konnte nachgewiesen werden, dass sich die Größe der 
Cluster nach Behandlung der Zelle mit MBCD ändert.  In unbehandelten Zellen hatten die 









die  Lokalisation  von  KAT1  ebenso  durch  MBCD  zu  beeinflussen  ist  und  ob  die  KAT1 
Lokalisation von Sterolen in der PM abhängig ist. Eine typische Verteilung von KAT1::GFP 
in  der  PM  vor  und  nach  der  Sterolverarmung  zeigt  Abb.  4.21.  Bei  einem  qualitativen 
Vergleich der Lokalisation vor und nach der Sterolverarmung entsteht der Eindruck, dass 
KAT1  nach  der  Sterolverarmung  homogener  über  die  PM  verteilt  ist.  Allerdings  ist 
KAT1::GFP  in HEK293 Zellen nicht nur  in der PM,  sondern auch  im  Inneren der Zelle  in 







(a)  Maximalprojetion  einer  KAT1::GFP  exprimierenden  Zelle  ohne  Sterolverarmung.  (b)  und  (c) 
Beispiele für eine KAT1 exprimierende HEK293 Zellen nach der Sterolverarmung.  
 
4.3 Lokalisationsstudien von KAT1 in S. cerevisiae 
Als  weiteres  Modellsystem  zur  Untersuchung  der  Faktoren,  die  die  Clusterbildung  von 
KAT1  induzieren  oder  aufrechterhalten, wurde  S. cerevisiae  gewählt.  S. cerevisiae  eignet 




4.3.1 Expression von KAT1 in S. cerevisiae 
Obwohl  S.  cerevisiae  ein  weit  verbreiteter  Modellorganismus  für  die  Expression  von 
heterologen  Proteinen  ist,  kann  es  vor  allem  bei  Membranproteinen  oft  zu  einer 
veränderten  Faltung  des  Proteins  oder  zu  einer  fehlerhaften  Sortierung  innerhalb  der 
Zelle  kommen.  Dies  beruht  unter  anderem  auf  der  leicht  unterschiedlichen 
Membranzusammensetzung  von Hefen  im Vergleich  zum homologen Expressionssystem 









und  eingebaut  wird.  Für  den  Beweis  der  richtigen  Sortierung  und  Funktionalität  des 
Kanals an der PM wurde deshalb ein Komplementationstest durchgeführt. 
 






KCl‐Konzentrationen  (1  mM  und  0,5  mM)  muss  der  Hefestamm  einen  heterologen  K+‐
Kanal  exprimieren,  der  die  Deletion  des  eigenen  Kalium‐Aufnahmesystems 
komplementiert bzw. rettet.  
Der  Komplementationstest  mit  dem  K+‐Kanal  KAT1::GFP  in  SGY1528  ist  in  Abb.  4.22 
dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der K+‐Kanal Kcv (K+Kanal Chlorella Virus) aus dem 
Virus  PBCV‐1  (Paramecium  bursaria  Chlorella  Virus­1)  verwendet,  von  dem  bereits 
bekannt  ist, dass er die Kaliumaufnahme des SGY1528 komplementiert (Balß, 2007). Als 
Negativkontrolle  wurde  der  Kesv  Kanal  verwendet,  der  den  SGY1528  nicht 
komplementieren kann, weil er statt in der PM in den Mitochondrien lokalisiert ist.  
Auf der nicht selektiven Platte mit einer KCl‐Konzentration von 100 mM können auch die 
















4.3.1.2 Anordnung des KAT1 in der PM von S. cerevisiae und Vergleich zur 
Lokalisation anderer Membranproteine /Kanäle in der PM 
Für  die  Lokalisationsstudien  wurden  verschiedene  mit  GFP  bzw.  mRFP  fusionierte 











Verdünnung 1:1 1:10 1:100 1:1000
KAT1
C) 0,5 mM KCl, selektiv
Kesv
Kcv









Bei  einer  heterologen  Expression  des  in  dieser  Arbeit  schwerpunktmäßig  untersuchten 
KAT1::GFP Proteins in S. cerevisiae zeigt sich ebenfalls, wie in pflanzlichen Zellen (Hurst et 
al., 2004; Sutter et al., 2006; Homann et al., 2007) und tierischen Zellen (siehe Abschnitt 
3.2.1) eine Anordnung des Kanals  in Clustern  innerhalb der PM. Die  typische Verteilung 
des KAT1::GFP Proteins in der PM ist in Abb. 4.23 dargestellt. Das KAT1::GFP Protein liegt 




optischen  Schnitts  durch  die  Hefezelle  zeigt  die  Cluster  von  KAT1::GFP  in  der  PM.  (b) 




Um zu überprüfen,  ob  heterolog  in  S. cerevisiae  exprimierte Membranproteine  immer  in 





Die  typische  homogene  Lokalisation  des  K+‐Kanals  TOK1  (two  pore  regions  containing 
outward rectifiing K+ channel)  aus  S. cerevisiae  ist  in  Abb.  4.24  zu  sehen.  Die  homogene 











Neben TOK1 wurde die  Verteilung des KAT1  in  der  PM  auch mit  dem Membranprotein 
HUP1  (hexose  uptake  protein)  aus  Chlorella  kessleri,  einem  Glukose‐Protonen‐Syporter, 
und dem neuronalen spannungsaktivierten, auswärtsgleichrichtenden K+‐Kanal der Ratte 
rEAG1  (rat Ether-à-go-go)  verglichen.  Auch  HUP1  und  rEAG1  sind  homogen  in  der  PM 






zeigt  die  homogene  Verteilung  des  Kanal  (Zellen  vor  Mikroskopie  in  ddH20  aufgenommen).  (b) 
Maximalprojektion  einer  rEAG1::GFP  exprimierenden  Zelle  in  ddH2O.  (c) Maximalprojektion  einer 













YPD mit  0,2 % Glukose  (0,159  osmol/kg).  (c)  CLSM Aufnahme  eines  optischen  Schnitts  durch  eine 
HUP1::GFP exprimierende Zelle zeigt die Verteilung des Kanals in Clustern (Zellen vor Mikroskopie in 
YPD  +  1  M  Sorbitol  (1,025  osmol/kg)  aufgenommen).  (d)  Maximalprojektion  einer  HUP1::GFP 
exprimierenden Zell in YPD + 1 M Sorbitol (1,025 osmol/kg). 
 
4.3.1.2.3 Vergleich  der  Lokalisation  von  KAT1  mit  dem  in  MCC  Mikrodomänen 
lokalisierten SUR7 
SUR7, ein Membranprotein aus Hefe, dessen Funktion noch nicht eindeutig geklärt ist, gilt 
in  Hefe  als  Markerprotein  für  PM  Mikrodomänen.  Es  bildet  einen  Bestandteil  der  „hot 






















sind,  und  ob  sie  damit  eine  Lokalisation  in  den  selben  Mikrodomänen  zeigen,  wurden 
KAT1::GFP  und  SUR7::mRFP  in  Hefezellen  koexprimiert.  Da  GFP  und  mRFP  nicht 
gleichzeitig  angeregt werden  können, wurden  serielle  CLSM Aufnahmen  von  der  selben 
Hefezelle, einmal für SUR7::mRFP und einmal für KAT1::GFP gemacht. Abb. 4.28. zeigt ein 
repräsentatives  Beispiel  einer  Hefezelle,  die  sowohl  KAT1::GFP  als  auch  SUR7::mRFP 
exprimiert.  Es  fällt  auf,  dass  SUR7  in  kleinen  regelmäßigen  Clustern  in  der  PM  vorliegt. 
KAT1  ist  dagegen  in  größeren Clustern  lokalisiert,  die unregelmäßiger  verteilt  sind. Um 
die Lokalisation der beiden Proteine quantifizieren zu können, wurden, wie in Abb. 4.28. 
gezeigt,  die  relativen  Fluoreszenzintensitäten  entlang  einer  Linie  ermittelt,  die  durch 
einen  Abschnitt  der  PM  gelegt  wurde.  Für  die  Bestimmung  der  Kolokalisation  wurden 
zwei charakteristische Bereiche ausgewählt. Der erste Bereich entspricht einer Stelle mit 
mehr KAT1::GFP Lokalisation  (in der Abb. 4.28 mit A gekennzeichnet). Die  zweite Stelle 
entspricht  einem  Bereich,  in  dem  kaum  KAT1::GFP  vorliegt  (in  der  Abb.  4.28.  mit  B 










zeigt die Lokalisation des SUR7::mRFPs  in einem optischen Schnitt durch die Hefezelle.  In (b)  ist die 



















































Abb.  4.30  Graphische  Darstellung  des  Fluoreszenzintensitätsprofils  für  KAT1::GFP  (grün)  und 
SUR7::mRFP (rot) entlang der in Abb. 4.28. gezeigten Linie B  
Bei dem Vergleich der Fluoreszenzintensitäten fällt auf, dass der Verlauf der Intensitäten 
für  SUR7  und  KAT1  entlang  der  Linie  A  partial  überlappt.  Dennoch  ist  die  KAT1::GFP 
Intensität  nicht  dort  am  stärksten, wo  die  SUR7::mRFP  Intensität  am  höchsten  ist.  Dies 
zeigt,  dass  KAT1  nicht  genau  an  derselben  Stelle  wie  SUR7  lokalisiert  ist.  Diese 
Beobachtung  wird  durch  die  Fluoreszenzintensitätsverteilung  entlang  der  Linie  B 
bestätigt.  Im  Bereich  B  ist  sogar  zu  beobachten,  dass  die  Intensitäten  einen 
gegensätzlichen  Verlauf  zeigen.  An  der  Stelle  zwischen  zwei  SUR7  Clustern,  an  der  am 
wenigsten  Fluoreszenzintensität  des  SUR7::mRFP  vorliegt,  ist  die  Intensität  für  das 
KAT1::GFP  am  stärksten.  Eine  solche  Verteilung  zeigt  an,  dass  KAT1  und  SUR7  gerade 
nicht  an  genau  derselben  Stelle  und  damit  nicht  in  den  selben  Mikrodomänen  der  PM 
vorliegen. 
 
4.4 Charakterisierung der Faktoren die zur Clusterbildung und 
Stabilisierung beitragen 
Um zu analysieren, welche Faktoren und äußere Bedingungen die räumliche Anordnung 





































4.4.1 Einfluss des Membranpotentials auf die räumliche Verteilung von 
KAT1 und HUP1  
Untersuchungen  der  Lokalisation  von  HUP1  in  Abhängigkeit  vom  Membranpotential 
führten  zu  der  Annahme,  dass  seine  Lokalisation  in  Mikrodomänen  der  PM  durch  eine 
Veränderung des Membranpotentials beeinflusst werden könnte (Grossmann et al., 2007). 
Dabei  berichten  Grossmann  et  al.  von  einer  Auflösung  der  HUP1  Cluster  nach  einer 
Depolarisation  der  Plasmamembran.  Diese  interessante  Möglichkeit  der 
Clusterstabilisierung  über  das  Membranpotential  sollte  auch  für  den 
spannungsregulierten K+‐Einwärtsgleichrichter KAT1 getestet werden.  
Grossmann  et al.  (2007)  hatten  dabei  die Membrandepolarisation mit  recht  drastischen 
Methoden, wie Entkopplung des Protonengradienten,  Inhibierung der ATP Synthese und 
Anlegen eines externen elektrischen Feldes bewirkt. Diese Methoden können in der Zelle 
neben  der  Membrandepolarisation  zu  Nebenwirkungen  führen.  Um  dies  zu  vermeiden, 
wurde  in  dieser  Arbeit  eine  Methode  nach  Gaskova  et  al.,  (1999)  gewählt,  wobei  die 
Depolarisation  über  eine  erhöhte  K+‐Konzentrationen  im  umgebenden Medium  bewirkt 
wird.  Die  durch  eine  Erhöhung  der  K+‐Konzentrationen  herbeigeführte  Depolarisation 
kann  durch  spektralphotometrische  Messungen  mit  Hilfe  des  spannungsabhängigen 
Fluoreszenzfarbstoffs Bisoxonol analysiert werden. Gelangt bei einer Depolarisation mehr 
Farbstoff  in  die  Zelle,  wird  die  Depolarisation  durch  eine  relative  Erhöhung  der 
gemessenen Fluoreszenzintensität sichtbar gemacht  (Abb. 4.31). Bei  jeder Erhöhung der 
K+‐Konzentration  durch  weiteren  Zugabe  von  1  M  KCl‐Lösung  (resultierende 
Endkonzentration  ist  in  Abb.  4.31.  angegeben)  konnte  ein  Anstieg  der  Depolarisation 
nachgewiesen werden.  
 
Abb.  4.31  Spektralphotometrischer  Nachweis  der  Membrandepolarisation mit  Hilfe  des  Bisoxonol 




































48  mM,  70  mM,  90  mM,  110m M  KCl  zugegeben  und  anschließend  mikroskopiert.  Die 




Abb.  4.32  Verteilung  von  KAT1::GFP  in  Hefezellen  bei  unterschiedlichen  K+­Konzentrationen. 
Maximalprojetionen von KAT1::GFP exprimierenden Hefezellen in 1 M Tris pH 7 mit unterschiedlichen 





Konzentrationen  entstand  der  Eindruck,  dass  sich  die  Verteilung  des  KAT1  mit 
zunehmender  Kaliumkonzentration,  also  mit  zunehmender  Membrandepolarisation,  zu 
kleineren  Clustern  verschiebt.  Um  diesen  Eindruck  quantitativ  zu  erfassen,  wurden  die 
Clustergrößen ausgewertet. Hierzu wurde die Verteilung der Fluoreszenzintensität an der 
Oberfläche  einer  Zelle  bestimmt  (surface plot), wobei  die  Fluoreszenzintensitäten  gegen 
die  x‐  und  y‐Dimension  aufgetragen  wurden.  Diese  zweidimensionale  Verteilung  kann 














Die  ermittelte  Größenverteilung  der  Cluster  ist  in  Abb.  4.34  graphisch  dargestellt.  Als 
Referenz  wurden  auch  die  Clustergrößen  von  KAT1  im  Standardmedium  YPD,  0,2  % 
Glukose  (keine  Membrandepolarisation)  aufgetragen.  Die  ermittelte  Clustergröße  lag 
zwischen  150  und  500  nm,  wobei  Cluster  mit  einer  Größe  von  250  nm  am  häufigsten 
auftraten. Die Größenverteilung der Cluster nach der Depolarisation ( 24 mM und 110 mM 
KCl) ist der Verteilung im Standardmedium sehr ähnlich. Auch hier zeigten die Cluster am 
häufigsten  eine  Größe  von  200  bis  250  nm.  In  allen  Fällen  lag  auch  der  Median  der 
Clustergröße bei 250 nm. Auffällig ist allerdings die größere Anzahl an Clustern mit einem 
Durchmesser  von  ≤  150  nm  in  erhöhten  K+‐Konzentrationen.  Hierdurch  könnte  der 








wurden  die  Clustergrößen  bei  erhöhter  K+­Konzentration  (24  und  110  mM  KCl)  und  damit 








































Werden  die  HUP1::GFP  exprimierenden  Hefen  vor  der  Membrandepolarisation  in  1  M 










4.4.2 Einfluss der Osmolarität auf die Verteilung von Membranproteinen 
Um  den  Einfluss  der  Veränderung  der  Osmolarität  des  Außenmediums  auf  die 
Lokalisation  von  KAT1::GFP  und  anderen  Membranproteinen  zu  testen,  wurden  die 
Lokalisation  dieser  Proteine  in  Lösungen  unterschiedlicher  Osmolaritäten  am  CLSM 
untersucht.  
Hierzu  wurden  zunächst  KAT1::GFP  exprimierende  Hefezellen  in  Medium  mit  einer 
Osmolarität  von  0,16  osmol/kg  bis  2,2  osmol/kg  gegeben  und  direkt,  oder  nach  24 
















Auch  ein  Vergleich  der  Clustergrößen  zwischen  den  KAT1::GFP  exprimierenden 
Hefezellen  in  Medium  mit  sehr  niedriger  (0,16  osmol/kg)  und  mit  der  höchsten 
untersuchten Osmolarität  (2,2  osmol/kg)  ergaben  kaum Unterschiede  (Abb.  4.38.).  Dies 
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Bei  der  Untersuchung  des  Zusammenhangs  zwischen  räumlicher  Anordnung  und 



































Abb.  4.40  Homogene  Verteilung  des  HUP1::GFP  bei  niedrigen  Osmolaritäten  und  Anordnung  in 















rEAG1  (Kv10.1)  eine  homogene  Verteilung  in  Medium  mit  niedriger  Osmolarität.  Bei 
rEAG1  kam  es  auch,  wie  bei  HUP1,  direkt  nach  der  Überführung  in Medium mit  hoher 
Osmolarität zu einer Anordnung des Kanals in Clustern (Abb. 4.42). 
 











Abb.  4.42  Homogene  Verteilung  des  rEAG1::GFP  bei  niedrigen  Osmolaritäten  und  Anordnung  in 
Clustern  bei  höheren  Osmolaritäten.  (a)  Maximalprojektion  einer  rEAG1::GFP  Hefezelle  in  ddH20 
(0 osmol/kg). (b) Maximalprojektion einer rEAG1::GFP Hefezelle in 1 M Sorbitol (1,5 osmol/kg) 
Die  Untersuchungen  bei  unterschiedlichen  Osmolaritäten  zeigten  keinen  einheitlichen 
Einfluss  auf  die  Lokalisation  von  Membranproteinen.  Sowohl  die  Cluster  von  KAT1  als 
auch die homogene Verteilung von TOK1 waren von der Osmolarität unabhängig. Dagegen 
zeigte  sich  bei  der  Untersuchung  des  Zusammenhangs  zwischen  räumlicher  Anordnung 
und Osmolarität bei dem Hexosetransporter HUP1 und dem K+‐Kanal rEAG1 ein deutlicher 
Einfluss  der Osmolarität. HUP1 und  rEAG1  veränderten  ihre Verteilung  von  homogener 
Anordnung  bei  niedriger  Osmolarität  zu  einer  punktförmigen  Verteilung  bei  höherer 
Osmolarität (ab 1 osmol/kg). 
 
4.4.3 Einfluss von Sterolen auf die räumliche Verteilung von KAT1 
Für  den  K+‐Kanal  KAT1 wird  aufgrund  der  Anordnung  in  Clustern,  der  Aufreinigung  in 
einer moderate detergent resistant membrane fraction (Sutter  et al.,  2006),  so wie  durch 
die in Abschnitt 4.1 gezeigte Unbeweglichkeit in der PM, eine Lokalisation in sterolhaltigen 
Mikrodomänen angenommen. Daher war es naheliegend, den Einfluss von Sterolen auf die 
Lokalisation  von  KAT1  auch  im  Modellsystem  S. cerevisiae  zu  untersuchen.  Ein  großer 
Vorteil  am  S.  cerevisiae  Modellsystem  ist  die  große  Anzahl  an  bereits  vorhandenen 
Deletionsmutanten.  Für  die  Untersuchung  der  Sterolabhängignkeit  der  Lokalisation  des 
KAT1 wurde der Hefestamm BY4741Δerg6 verwendet, bei dem die Ergosterolsynthese auf 
der  Stufe  der  Delta‐(24)‐Sterol‐C‐methyltransferase  blockiert  ist  und  diese  Zellen 
aufgrund  der  veränderten Membranzusammensetzung  keine  klassische Untergliederung 
der Membran in sterolhaltige Mikrodomänen aufweisen.  
Auch  im Δerg6  Hefestamm  zeigte  KAT1  eine  Anordnung  in  Clustern  innerhalb  der  PM. 
(Abb. 4.43) Die Verteilung der Cluster über die PM erscheint in der Δerg6 Mutante jedoch 









Abb. 4.43 Verteilung des KAT1::GFP  in kleinen Clustern  innerhalb der PM  in der Ergosterolmutante 
Δerg,.  (a)  Optischer  Schnitt  durch  eine  KAT1::GFP  exprimierende  BY4741Δerg6  Hefezelle.  (b) 
Maximalprojektion einer KAT1::GFP exprimierende BY4741Δerg6 Hefezelle. 
Um  die  Clustergrößen  in  der  BY4741Δerg6  Mutante  quantitativ  zu  analysieren,  wurde 
auch hier die Größenverteilung der Cluster bestimmt (Abb. 4.44). Die meisten Cluster  in 
der BY4741Δerg6 Mutante hatten eine Größe zwischen 200 und 250 nm, wie es auch für 
KAT1 Cluster  im Wildtyp  gezeigt wurde. Auffallend war  aber,  dass  in  der BY4741Δerg6 
Mutante keine Cluster mit einem Durchmesser über 350 nm ermittelt werden konnten. Im 
Wildtyp wurden  auch  Cluster mit  einem Durchmesser  über  350  nm,  bis  hin  zu  550  nm 
beobachtet.  Es  scheint  also  so,  dass  die  Bildung  von  größeren  Clustern  in  der 





Bewertung des Unterschieds  zwischen der Anzahl  der  großen Cluster des Wildtyps und 
der BY4741Δerg6 Mutante ergab der t‐Test mit 0,01 bei einem Signifikanzniveau von 5 % 
einen signifikanten Unterschied.  
Abschließend kann daher  gefolgert werden,  dass  die  geänderte  Sterolzusammensetzung 
der  Membran  zwar  keine  Homogenisierung  der  KAT1  Lokalisation  bewirkt,  sich  aber 
dennoch  ein  signifikanter  Unterschied  in  der  Größenverteilung  der  Cluster  ergibt.  Die 
Lokalisation in Clustern scheint daher in geringem Maße von der Sterolzusammensetzung 
der  PM  beeinflusst  zu  werden.  Die  Clusterbildung  kann  aber  auch  ohne  intakte 









Abb.  4.44  Absolute  Größenverteilung  der  Cluster.  Vergleich  der  Cluster  des Wildtyp  Hefestamms 
SGY1528 mit der Sterol Mutante BY4741 ∆erg6, n = 50. 
 
Abb.  4.45  Aufteilung  der  Clustergrößen  in  die  Population  der  kleinen  Cluster  bis  250  nm  und  der 
großen Cluster ab 250 nm. In der BY4741 ∆erg6 Mutante treten deutlich weniger große Cluster auf.  
4.4.4 Einfluss der Zellwand auf die räumliche Verteilung von KAT1 
Die Protein‐Zellwand‐Interaktion  stellt  ebenfalls  einen weiteren potentiellen Faktor dar, 
der die Lokalisation von Membranproteinen beeinflussen könnte. Vom Markerprotein der 
























































Hefezellen.  (Abb.  4.46)  Als Nachweis  der  vollständigen  Entfernung  der  Zellwand wurde 
überprüft,  ob  die  untersuchten  Protoplasten  durch  Zugabe  von  ddH2O  aufgrund  des 




DIC  Aufnahme  des  untersuchten  Protoplasten.  (b)  Fluoreszenz­Aufnahme  des  in  (a)  gezeigten, 
SUR7::GFP exprimierenden Protoplasten. (c) DIC Aufnahme des Protoplast nach Platzen durch Zugabe 
von ddH2O. (d) Fluoreszenz­Aufnahme der in c gezeigten Zelle. Skalierungsbalken 5 µm. 
Auch  für  KAT1  gibt  es  Hinweise  auf  eine  Kanal‐Zellwand‐Interaktion.  KAT1  zeigt  bei 
Expression  in  Vicia  faba  Schließzellen  eine  Anordnung  in  radiären  Streifen.  Plasmolyse 
führt zum Verlust der Streifigkeit, wenn der enge Kontakt zur Zellwand unterbrochen ist 
(Homann et al., 2007). Dies deutet auf eine direkte oder indirekte Interaktion des Kanals 
mit  der  Zellwand  hin.  Um  die  Auswirkung  der  Zellwand  auf  die  Lokalisation  von 
KAT1::GFP in Hefe zu untersuchen, wurde auch von KAT1::GFP exprimierenden Hefezellen 
die Zellwand verdaut. Nach der Entfernung der Zellwand zeigte KAT1 nach wie vor eine 









Abb.  4.47  Lokalisation  des  KAT1::GFP  in  Clustern  nach  Protoplastierung.  (a)  DIC  Aufnahme  des 




Wurden  jedoch  die  beiden  potentiellen  Stabilisierungsfaktoren  der  KAT1  Cluster, 
Zellwand und Sterole gleichzeitig entfernt, zeigte sich eine homogene Verteilung des KAT1 
in der PM von Protoplasten der ∆erg6 Mutante (Abb. 4.48). Die homogene Verteilung des 
KAT1  war  dabei  mehr  oder  weniger  stark  ausgeprägt,  zeigte  aber  einen  klaren 
Unterschied zu den Wildtyp Hefeprotoplasten.  
 
Abb.  4.48  Homogene  Lokalisation  des  KAT1::GFP  in  Protoplasten  der  Δerg6  Mutante.  (a) 
Fluoreszenzbild einer stark ausgeprägten homogenen Verteilung des KAT1::GFP  in Protoplasten der 

















Damit  wird  deutlich,  dass  zumindest  in  Hefe,  die  Lokalisation  von  KAT1  in  Clustern 
sowohl  von  der  Interaktion  mit  Sterolen,  Sterol  angereicherten  Mikrodomänen  der 







4.4.5 Zusammenfassung der Lokalisationsstudien von KAT1 und anderen 






















































KAT1  HEK293 Zellen + tierische Zelle, ohne 
Zellwand 

















































































TOK1, Tandem K+‐Kanal   niedrige Osmolarität   +
TOK1  hohe Osmolarität   +
HUP1, Hexose Symporter   Membranpotential +  +











5.1 Untersuchungen der lateralen Mobilität mit Hilfe der FRAP 
Technik 
Mit  Hilfe  der  FRAP  Technik  wurde  die  laterale  Beweglichkeit  von  KAT1  in  der  PM 
bestimmt.  Durch  den  Vergleich  von  pflanzlichen,  tierischen  Expressionssysten,  lipid raft 
assoziierten  Proteinen,  Sterol  verarmten  und  mit  Cytoskelett  Inhibitoren  behandelten 
Zellen, wurden Faktoren untersucht,  die  an der Begrenzung der  lateralen Beweglichkeit 
und an der räumlichen Positionierung von KAT1 beteiligt sein könnten.  
 
5.1.1 Technische Limitierung der FRAP Messungen 
Bei einer generellen Betrachtung der in dieser Arbeit durchgeführten FRAP Experimente 
fällt  auf,  dass  die  ermittelten  Werte  der  Fluoreszenzrückkehr  sehr  stark  schwanken. 
Neben der Tatsache, dass es sich hier um Einzelzellmessungen handelt, bei denen es durch 
Unterschiede  zwischen  den  einzelnen  Zellen  zu  Schwankungen  kommen  kann,  ist  die 
Streuung  der  Werte  der  FRAP  Messung  wahrscheinlich  auch  auf  die  technischen 
Gegebenheiten  des  Leica  SP  Mikroskops  zurückzuführen.  Da  es  bei  diesem  älteren 
Mikroskop Typ noch keinen FRAP‐Assistenten (FRAP wizard) gibt, bei dem die Parameter 
wie  Bleichintensität,  konstante  Bleichregionen  und  verschiedene  Zeitschritte  für  das 
komplette FRAP Experiment vorbestimmt werden können, mussten diese Schritte in den 
Zeitserien einzeln festgelegt werden. Außerdem konnte das Bleichen nur über die zoom in‐
Funktion  ausgeführt  werden.  Dies  hatte  zur  Folge,  dass  die  Bleichregion  relativ  groß 
ausfiel  und  nicht  bei  jeder  Zelle  exakt  gleich  groß  war.  Ein  zu  großer  und  ungenau 
definierter FRAP Bereich  ist aus  zwei Gründen problematisch. Zum einen kann die Zelle 
bei einem zu großen Bleichbereich durch sekundäre Effekte, wie Bildung freier Radikale, 
großflächig  geschädigt  werden.  Zum  anderen  ist  es  für  die  Berechnung  des 
Diffusionskoeffizienten  entscheidend,  die  exakte  Größe  des  gebleichten  Bereiches  zu 
bestimmen, was am Leica SP Mikroskop über die zoom in‐Funktion nicht möglich ist.  
Für  FRAP  Messungen  an  der  PM  konnten  diese  Probleme  des  Leica  SP  Mikroskops 
vermindert  werden,  indem  der  größte  Teil  des  über  die  zoom  in‐Funktion  erzeugten 
Bleichbereiches  außerhalb  der  untersuchten  Zelle  lag.  So  wurden  die  schädlichen 
Sekundäreffekte  auf  die  Zelle  minimiert  und  die  Größe  der  Bleichregion  konnte  relativ 
konstant gehalten werden. Die gebleichten Regionen an der Plasmamembran hatten alle 















5.1.2 Laterale Mobilität von KAT1 in der PM von Vicia faba Schließzellen 
Die  Ergebnisse  der  FRAP  Untersuchung  an  KAT1::GFP  exprimierenden  Vicia  faba 
Schließzellen  zeigen,  dass  KAT1  relativ  unbeweglich  ist.  Die  durchschnittlich  ermittelte 
mobile  Fraktion  für  KAT1::GFP  lag  bei  15 %. Der Werte  für  t1/2 lag  durchschnittlich  bei 
92 s.  Im  Vergleich  zur  lateralen  Beweglichkeit  anderer  Membranlipide  und  Proteine 
scheint die Beweglichkeit von KAT1 extrem gering. So wurden von Lenne et al. (2006) die 
laterale Mobilität von verschiedenen, unter anderem auch in Mikrodomänen lokalisierten 
Membrankomponenten,  wie  Glycerophospholipide  und  Sphingolipide,  sowie  von  GPI 
verankerte Proteine und Transmembranproteine über FRAP Messungen bestimmt. Dabei 
wurde  für  die  Glycerophospholipide,  Phosphatidylcholin  und  Phosphoethanolamin  eine 
mobile Fraktion von fast 100 % ermittelt. Die untersuchten Sphingolipide Sphingomyelin 
und  GangliosidGM1    zeigten  ebenfalls  eine  mobile  Fraktion  von  fast  100  %.  Die  GPI 
verankerten Marker GFP‐GPI und GFP‐Thy1 wiesen eine mobile Fraktion von 90 und 92 % 
auf.  Für  die  Transmembranproteine  Dipeptidyl‐Transferase  und  Transferin  Rezeptor 
wurde eine mobile Fraktion von 85 % und 77 % gemessen. Andere FRAP Messungen an 
den  in  Mikrodomänen  lokalisierten  Kv  Kanälen  Kv  1.4  und  Kv  1.3  zeigten  eine  mobile 
Fraktion von 80 %. Der ermittelte t1/2  Wert  lag bei 133 s. Die Anordnung von Proteinen 
oder  Lipiden  in  Mikrodomänen  scheint  daher  nicht  unbedingt  an  eine  eingeschränkte 
laterale Mobilität gekoppelt zu sein. Für den raft lokalisierten Kv 2.1 Kanal wurde dagegen 
nur  eine  sehr  geringe  Mobilität  mit  einer  mobilen  Fraktion  von  40  %  ermittelt  (kein 
vergleichbarer  t1/2 Wert,  da  die  FRAP  Kurve  mit  einer  zweifachen  Exponentialfunktion 
gefittet  wurde)  (Tamakun  et al.,  2005).  Kv  2.1  zeigt  damit  wie  KAT1  nur  eine  geringe 














wäre  eine  (indirekte)  Interaktion mit  der  Zellwand.  Eine  Interaktion  von  KAT1 mit  der 
Zellwand wird bereits vermutet, da nachgewiesen werden konnte, dass KAT1  in der PM 
von Schließzellen in Streifen vorliegt und sich diese Anordnung nach Plasmolyse der Zelle 
verändert.  Nach  Replasmolyse  der  Zelle  kehrt  KAT1  wieder  in  die  ursprüngliche 




5.1.3 Laterale Mobilität von KAT1 und HCN4 in der PM von HEK293 Zellen 
Der pflanzliche K+‐Kanal KAT1 zeigt auch in FRAP Experiment in tierischen HEK293 Zellen 






Schließzellen  vermutet  wurde, möglich  ist,  kann  davon  ausgegangen werden,  dass  eine 
Interaktion mit der Zellwand nicht den alleinige Grund für die Unbeweglichkeit von KAT1 
in der PM darstellt.  
Vergleicht man  die  laterale Mobilität  des  pflanzlichen  K+‐Kanals  KAT1 mit  der  des  sehr 
ähnlich aufgebauten tierischen K+‐Kanals HCN4, zeigen beide eine ähnlich eingeschränkte 
Mobilität in der PM von HEK293 Zellen. Die mobile Fraktion beträgt für HCN4 im Mittel 14 
%  im  Vergleich  zu  21 %  bei  KAT1.  Der  t1/2 Wert  liegt  für  HCN4  im Mittel  bei  58  s  im 








5.1.3.1 Lokalisation in lipid rafts als mögliche Ursache für die Unbeweglichkeit von 
KAT1 und HCN4 in der PM 
Für  den  tierischen  K+‐Kanal  HCN4  wurde  über  die  Aufreinigung  von  DRMs  bereits 
nachgewiesen, dass der Kanal in Mikrodomänen der PM vorliegt (Barbuti et al., 2004). Für 
den  pflanzlichen  K+‐Kanal  KAT1 wird  ebenfalls  eine  Lokalisation  in  lipid rafts  vermutet 
(Sutter et al., 2006). Die  langsame und geringe Fluoreszenzrückkehr der beiden Proteine 
und die  ähnliche Mobilität  des  raft  Proteins HCN4 unterstützt  nun die Vermutung,  dass 
KAT1  mit  Mikrodomänen  der  Plasmamembran  assoziiert  ist,  die  seine  Mobilität 
beeinflussen.  
Die  langsame Fluoreszenzrückkehr  von KAT1  ist  aber  noch  kein  eindeutiger Beweis  für 
eine  Lokalisation  in Mikrodomänen der Plasmamembran,  da  in  FRAP Experimenten der 
gebleichte  Bereich  wesentlich  größer  ist,  als  einzelne  Mikrodomänen.  Bei  einer 
Fluoreszenzrückkehr  müssen  raft­Proteine  daher  entweder  mit  der  kompletten 
Mikrodomäne  in  die  gebleichte  Region  einwandern  oder  die  Proteine  müssten  sich 
dynamisch aus den Domänen  lösen und  individuell  in die gebleichte Region einwandern 
(Kenworthy et al., 2004). Bei Vergleichen der Fluoreszenzrückkehr von verschieden raft‐
Proteinen  stellten  Kenworthy  et al.  (2004)  unterschiedliche  Diffusionskoeffizienten  von 
0,1 bis 1,2 µm2/s fest und folgerten daraus, dass sich raft‐Proteine unterschiedlich schnell 
innerhalb  und  zwischen  den  rafts  bewegen  können.  Auch  Marguet  et  al.  (2006) 
untersuchten  die  laterale  Mobilität  von  verschiedene  Membrankomponenten,  die  in 
Mikrodomänen vermehrt auftreten können, wie Glycerophospholipide, Sphingolipide, GPI 
verankerte Proteine und Transmembranproteine über FRAP Messungen. Dabei wurde für 
die  Glycerophospholipide,  Phosphatidylcholin  und  Phosphoethanolamin  eine  mobile 
Fraktion  von  fast  100  %  ermittelt,  der  Diffusionskoeffizient  lag  bei  1,4  µm2/s.  Die 
untersuchten  Sphingolipide  Sphingomyelin  und  GangliosidGM1    wiesen  eine  mobile 
Fraktion  von  fast  100  %  auf.  Der  Diffusionskoeffizient  lag  bei  1,2  µm2/s.  Die  GPI 
verankerten  Marker  GFP‐GPI  und  GFP‐Thy1  hatten  bei  einem  Diffusionskoeffizient  von 




eingeschränkte Mobilität  aufweisen.  Es  ist daher davon auszugehen, dass  eine  langsame 
Fluoreszenzrückkehr keinen eindeutigen Beweis für eine raft‐Lokalisation darstellt.  
Der  Einfluss  von  Sterolen  und  sterolreichen  Mikrodomänen  auf  die  Beweglichkeit  der 







Sterolverarmung  eine  höhere  Mobilität  aufweisen.  Bei  den  FRAP  Untersuchungen  von 
KAT1  in  der  PM von unbehandelten HEK293  Zellen  im Vergleich  zu MBCD behandelten 
Zellen  ist  jedoch  kein  signifikanter  Unterschied  zu  beobachten.  Die  mobile  Fraktion 
beträgt  bei  KAT1  in  der  PM  von  unbehandelten  Zellen  im  Mittel  0,21,  die  von  MBCD 
behandelten Zellen  liegt mit  im Mittel 0,18 geringfügig niedriger. Auch  für den K+‐Kanal 
HCN4  sinkt  die mobile  Fraktion  von  im Mittel  0,14  in  unbehandelten  Zellen  auf  0,11  in 
MBCD  behandelten  Zellen  geringfügig.  Eventuell  ist  die,  noch  niedrigere  Mobilität  von 
KAT1 und HCN4 nach Sterolverarmung auf sekundäre Effekte des MBCD zurückzuführen.  
Tatsächlich  ist  die  Behandlung  der  Zellen  mit  MBCD  nicht  ohne  Nebenwirkungen.  So 
beobachteten  Kwik  et  al.  (2003)  eine  Abnahme  der  Beweglichkeit  des 
Transmembranproteins  HLA  in  FRAP  Experimenten  nach  der  Verarmung  der  Zellen  an 
Sterol  durch MBCD.  Sie  führen  dies  darauf  zurück,  dass MBCD  neben  den  Sterolen  der 
Plasmamembran  auch mit  den  Phosphatidylinositol  4,5‐bisphosphate  interagiert.  Dieses 
Schlüssel‐Phospholipid  ist  vor  allem  auch  an  der  Regulation  und  Interaktion  mit  dem 






Eine  eindeutige  Aussage  darüber,  ob  Sterole  die  örtliche  Positionierung  von  KAT1 
beeinflussen, ist daher anhand der durchgeführten Versuche nicht möglich. 
 
5.1.3.2 Interaktion mit dem Cytoskelett als mögliche Ursache für die 

















Da  durch  den  Aktin  Inhibitor  Latrunkulin  B  keine  schnellere  oder  größere  laterale 
Beweglichkeit von KAT1  induziert werden konnte,  ist nicht davon auszugehen, dass das 
Aktincytoskelett  eine  wesentliche  Rolle  bei  der  Positionierung  von  KAT1  in  der 
Plasmamembran spielt.  
 
5.1.4 Lokale Mobilität des KAT1 im ER 
Aufgrund der oben genannten technischen Limitierung des Leica SP Mikroskops wird hier 
nur  auf  die  am  Leica  SP_2  Mikroskop  gewonnenen  Daten  eingegangen.  Obwohl  die 
eigentlichen  Bleichparameter,  wie  Laserintensität  und  Bleichdauer  gleich  gehalten 
wurden,  sind  am  SP_2  andere  Bedingungen  gegeben.  Am  Leica  SP_2  Mikroskop  ist  es 
möglich,  exakt  gleich  große,  definierte  Bleichbereiche  zu  legen.  Außerdem  wurde  die 
Umgebungstemperatur der Zellen am SP_2  in  einer  Inkubatorbox auf 37°C gehalten. Bei 
den Messungen am SP Mikroskop lag die Umgebungstemperatur bei 20°C. Wie Kenworthy 
et al. (2004) zeigen konnten, hat gerade die Temperatur einen erheblichen Einfluss auf die 
Diffusionseigenschaften.  Sie  stellten  fest,  dass  bei  20  °C,  im  Vergleich  zu  37 °C,  der 
Diffusionskoeffizient etwa um das zweifache gesenkt wurde.  
Obwohl  die  absoluten  Messwerte  daher  nicht  mit  denen  des  Leica  SP  Mikroskops 
verglichen  werden  können,  ist  doch  ein  qualitativer  Vergleich  zwischen  ER  und  PM 
lokalisiertem  KAT1  möglich.  Es  ist  hier  festzuhalten,  dass  der  Kanal  auch  im  ER  eine 
eingeschränkte Mobilität zeigt, die sich in einer relativ geringen mobilen Fraktion von 0,29 
äußert.  Eine  Erklärungsmöglichkeit  für  diese  eingeschränkte  Mobilität  in  der  Membran 
des  ERs  könnte  sein,  dass  KAT1  sich  schon  im  ER  in  seiner  entsprechenden 
Lipidumgebung befindet. Nach Runz et al. (2006) spielen Sterole in der Hefe eine wichtige 
Funktion bei der Formierung von ER export sites (ERES), die wiederum für die Sortierung 












5.2 Räumliche Anordnung von KAT1 und anderen 
Membranproteinen innerhalb der PM 
Für den K+‐Kanal KAT1 wurde bereits in mehreren Arbeiten eine Lokalisation in Clustern 
innerhalb  der  PM berichtet.  Bei  heterologer  Expression  in Vicia faba  Schließzellen  zeigt 
der  Kanal  eine  Verteilung  in  radiären  Streifen,  die  sich  aus  vielen  Clustern 
zusammensetzen.  In  Epidermiszellen  zeigt  er  eine  Verteilung  in  unregelmäßig 
angeordneten Clustern  (Homann  et al.,  2007).  Von  einer  Lokalisation  in  Clustern wurde 
auch in Vicia faba Schließzellprotoplasten (Hurst et al., 2004) und Tabak Epidermiszellen 
und Protoplasten  (Sutter  et al.,  2006)  berichtet.  In  der  vorliegenden Arbeit  konnten  die 
KAT1  Cluster  auch  in  tierischen  HEK293  und  CHO‐K1  Zellen  gezeigt  werden.  Die 
Clusterbildung  des  pflanzlichen  KAT1  Kanals  ist  also  nicht  auf  pflanzliche 





von  Sterolen  innerhalb  dieser  Mikrodomänen  zurückzuführen  ist  (Barbuti  et al.,  2004). 
Von  einen  Einfluss  der  Sterole  auf  die  Verteilung  und  Größe  der  Clusterstrukturen  des 
spannungsregulierten  Kv  2.1  Kanals  und  des  spannungsabhängigen  Kv  1.5  Kanals 
berichten auch O´Connel und Tamakun (2005) sowie Abi‐Char et al. (2007). Daher wurde 
auch der Einfluss  von Sterolen auf  die Verteilung des KAT1  in dieser Arbeit untersucht. 
Auch KAT1  zeigte  eine  veränderte  Verteilung  der  Cluster  in  der Membran  von HEK293 
Zellen  nach  einer  Sterolverarmung.  Die  Cluster  zeigten  nach  der  Sterolverarmung  eine 
diffusere  Verteilung  und  waren  weniger  gegeneinander  abgegrenzt.  Daher  ist 
anzunehmen,  dass  auch  die  Verteilung  von  KAT1  in  der  PM  von  HEK293  Zellen  durch 
Sterole  stabilisiert  wird.  Diese  Stabilisierung  der  Verteilung  durch  Sterole  stärkt 
wiederum die Annahme, dass KAT1 in sterolhaltigen Mikrodomänen der PM lokalisiert ist.  
Um die Lokalisation von KAT1 in Mikrodomänen der PM genauer zu untersuchen, wurde 
der  Kanal  in  S. cerevisiae exprimiert. In  diesem  System  sind  die Mikrodomänen  der  PM 
bereits gut charakterisiert. Um die richtige Sortierung und Funktionalität des KAT1::GFP 
Konstrukts  in  Hefe  zu  überprüfen,  wurde  ein  Komplementationstest  durchgeführt. 
KAT1::GFP  komplementierte  dabei  die  K+‐Aufnahme  des  SGY1528  Hefestamms,  dessen 
endogenes  K+‐Aufnahmesystem  deletiert  ist.  Folglich  wird  das  KAT1::GFP 







Membranproteinen  verglichen.  Auch  in  Hefe  ergab  sich  für  KAT1  eine  Verteilung  in 
punktförmigen  Clustern  innerhalb  der  PM,  wie  sie  auch  in  pflanzlichen  und  tierischen 
Expressionssystemen vorliegen. Die Größe der Cluster  lag zwischen 50 nm und 550 nm, 
wobei der  größte Anteil der Cluster  eine Größe von etwa 250 nm hatte. Dies  entspricht 
genau  der  Größe  der  KAT1  Cluster,  wie  sie  in  Vicia  faba  Schließzell‐Protoplasten 
beobachtet wurden (Hurst et al., 2004). Von einer Clusterbildung  in 200 nm bis 300 nm 
großen  raft­ähnlichen Mikrodomänen  der  PM wird  zum Beispiel  auch  für  den  in  DRMs 
lokalisierten  Sukrose  Transporter  SUT1  berichtet  (Krügel  et  al.,  2008).  Auch  dies 
unterstützt die These, dass KAT1 in Mikrodomänen der PM lokalisiert ist. 
Bei  einem Vergleich der Lokalisation von KAT1 mit  anderen Membranproteinen  in Hefe 












von  KAT1  außerhalb  der  sterolreichen  MCC  Domänen  könnte  darauf  hindeuten,  dass 
KAT1  bevorzugt  in  den  invers  verteilten  MCP  Domänen  vorliegt,  wie  es  für  die  Pma1 
gezeigt  wurde  (Grossmann  et al.,  2007).  Die  Lokalisation  von  Pma1  innerhalb  der MCP 
Domänen ist vor allem durch die dort lokalisierten Sphingolipide beeinflusst (Gaigg et al., 
2005),  die  neben  Sterolen  auch  in  Mikrodomänen  der  tierischen  und  pflanzlichen  PM 
gehäuft auftreten. Es ist daher vorstellbar, dass die Lokalisation von KAT1 in Clustern oder 
Mikrodomänen  neben  den  Sterolen  auch  durch  die  dort  vorliegenden  Sphingolipide 
beeinflusst wird.  
Die  in  allen  Expressionssystemen  beobachtete  Lokalisation  von  KAT1  in  Clustern 
innerhalb der PM, an der wahrscheinlich Sterole beteiligt sind, führt zu der Frage, ob diese 
Verteilung  in  Clustern  eine  physiologische  Funktion  hat.  Derzeit  ist  die  Funktion  der 
Cluster  für den KAT1 noch nicht geklärt. Aufgrund von Beobachtungen an anderen raft‐





Beispiel  vorstellbar,  dass  die  Lokalisation  in  Mikrodomänen  einen  Einfluss  auf  die 
Aktivität und Funktionalität des KAT1 hat. So könnte der Kanal entweder indirekt über die 
Lipidumgebung  der  Domänen  oder  über  den  dort  stabilisierten  Kontakt  zu  anderen 
Proteinen  beeinflusst  sein.  Für  den  Kationenkanal  HCN4  ist  bekannt,  dass  eine 
Sterolverarmung  der Membran  die Kinetik  des  Kanals  beeinflusst  (Barbuti  et al.,  2004). 
Für  den  spannungsabhängigen  Kv  1.5  Kanal  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  eine 
Sterolverarmung der Membran zu einer erhöhten Leitfähigkeit in patch clamp Messungen 
führt.  Auch  der  Kv  2.1  Kanal  zeigt  nach  Sterolverarmung  andere 
Inaktivierungseigenschaften  (Tamakun  et  al.,  2004).  Weiterhin  unterliegt  gerade  die 
Anzahl  an  aktiven Kanälen und Transportern  in der PM einer  akkuraten Regulation,  die 
jedoch  auch  eine  schnelle  Anpassung  an  geänderte  Bedingungen  zulassen  muss.  Eine 
solche Regulation  ist  zum Beispiel  auch  auf  der Ebene des Traffickings  von und  zur PM 
möglich, die die Dichte der Kanäle und Transporter an der Membran regulieren kann. In 
diesem  Zusammenhang  ist  es  von  Interesse,  dass  Mikrodomänen  der  Membran  auch 
Auswirkungen auf Endo‐ und Exocytose haben. So konnte gezeigt werden, dass lipid rafts 
an Clathrin unabhängiger Endocytose beteiligt  sind  (Helms and Zurzola, 2004) und eine 
Sterolverarmung  eine  stark  reduzierte  Clathrin  vermittelte  Endocytose  des 
Wachstumsfaktors EGF bewirkt  (Rodal et al., 1999). Daneben wird  für pflanzliche Zellen 
eine  Beteiligung  von  Mikrodomänen  der  PM  an  sogenannten  Recycling‐Domänen 
beschrieben, an denen Exo‐ und Endocytose stattfinden (Žárský et al., 2009) und für die in 
Hefe  MCC  Domänen  lokalisierten  Proteine  wird  ein  Schutz  vor  Endocytose  diskutiert 
(Grossmann  et  al.,  2008).  Daher  wäre  es  möglich,  dass  die  Lokalisation  des  KAT1  in 
Mikrodomänen  der  PM  auch  einen  Einfluss  auf  die  Regulation  der  Kanaldichte  an  der 
Membran über Exo‐ und Endocytose hat.  
 
5.3 Faktoren die zur Clusterbildung und Stabilisierung beitragen 
Im nächsten Abschnitt  sollen Faktoren  erörtert werden, die KAT1 Cluster  innerhalb der 
PM beeinflussen könnten. Das Membranpotential wurde von Grossmann et al., (2007) als 
ein  Faktor  beschrieben,  der  die  Lokalisation  von  Membranproteinen  in  Mikrodomänen 
beeinflussen kann. Von Schäfer und Thiele (2004) wurde am lipid bilayer System gezeigt, 










induzierte  Depolarisation  weder  bei  KAT1  noch  bei  HUP1  zu  einer  Veränderung  der 
Proteinverteilung. KAT1  zeigte  in  allen untersuchten K+‐Konzentration eine Lokalisation 
in  Clustern  innerhalb  der  PM.  Auch  die  Größenverteilung  der  beobachteten  Cluster 
änderte sich  für KAT1 nach  induzierter Depolarisation nicht. Für den Hexose Symporter 
HUP1  hatten  Grossmann  et  al.  (2007)  eine  Abhängigkeit  der  Lokalisation  vom 
Membranpotential  beschrieben.  Demnach  sollte  der  in  Clustern  lokalisierte  Symporter 
HUP1 nach einer Depolarisation der Membran eine homogene Verteilung aufweisen. Diese 
Abhängigkeit  der  Verteilung  von  HUP1  vom Membranpotential  konnte  in  dieser  Arbeit 
nicht bestätigt werden.  
Es  ergab  sich  vielmehr,  dass  die  Lokalisation  von  HUP1  in  Clustern  nur  unter  hoher 
Osmolarität  des Außenmediums  zu beobachten war. Daher wurde  auch die Auswirkung 
der  Osmolarität  auf  die  Lokalisation  von  KAT1  und  anderen  Membranproteinen 
untersucht.  Dabei  zeigte  sich  deutlich,  dass  die  Osmolarität  des  umgebenden  Mediums 
durchaus  die  Lokalisation  von  Membranproteinen  beeinflussen  kann,  wobei  die 
Abhängigkeit  der  Lokalisation  nicht  an  die  Funktion  des  Proteins  gekoppelt  war.  Ein 
Einfluss der Osmolarität auf die Lokalisation wurde zum einen für den Hexose Symporter 
HUP1 und zum anderen für den K+‐Kanal rEAG1 dargestellt. HUP1 und rEAG1 waren nach 
Überführung  in  Medium  mit  niedriger  Osmolarität  homogen  verteilt.  Bei  einer 
Überführung  in Medium mit höherer Osmolarität  (ab etwa 1 osmol/kg)  zeigten  sie  eine 
Lokalisation  in  Clustern  innerhalb  der  PM, während  die  K+‐Kanäle  KAT1  und  TOK1  bei 
Überführung  in  Medien  mit  unterschiedlich  hoher  Osmolarität  keine  Veränderung  der 
Lokalisation aufwiesen. KAT1 war sowohl bei niedriger, als auch bei hoher Osmolarität in 
Clustern  angeordnet.  Auch  die  Auswertung  der  Clustergröße  bei  unterschiedlichen 
Osmolaritäten  erbrachte  keine  Unterschiede  zwischen  hohen  und  niedrigen 
Osmolaritäten. TOK1 war in Medien mit unterschiedlichen Osmolaritäten immer homogen 
verteilt. Besonders interessant scheint dabei zu sein, dass es Proteine wie den KAT1 gibt, 
die  permanent  in  Clustern  vorliegen  und  andere  wie  HUP1  und  rEAG1,  deren 





möglich,  dass  diese  unterschiedliche  Lokalisation  von  KAT1  und  HUP1  auch  zu  einem 
unterschiedlichen Effekt der Osmolarität auf die Verteilung der Membranproteine führt.  
Es  stellt  sich  die  Frage  ob  die  homogene  Verteilung  des  HUP1,  ausgehend  von  einer 






durch  hyperosmotische  Bedingungen  verursacht  wurde.  Für  die  Induktion  einer 
homogenen  Verteilung  durch  hypoosmotische  Bedingungen  könnte  angeführt  werden, 
dass  unter  hypoosmotischen  Bedingungen  mehr  Druck  auf  der  Lipiddoppelschicht  der 
Membran  wirkt.  Ein  erhöhter  Druck  kann  dazu  führen,  dass  sich  die  ungesättigten 
Fettsäurerester  der  Lipide  der  Ld‐Phase  stärker  ordnen,  wodurch  sie  der  Lo‐Phase 
ähnlicher  werden.  Dies  kann  sogar  dazu  führen,  dass  sich  die  Unterschiede  in  der 
Membrandicke zwischen der Ld­ und Lo‐Phase angleichen (Schäfer und Thiele., 2004). Eine 
Angleichung  der  Membrandicke  unter  hypoosmotischen  Bedingungen  wäre  damit  ein 
Argument für die homogene Verteilung des HUP1. Weiterhin wird unter hypoosmotischen 
Bedingungen  vermehrt  die  Sterolsynthese  induziert.  Durch  die  damit  verbundene 
flexiblere Membran  kann  vermehrt  Glycerol  als  Osmoprotectant  ins Medium  abgegeben 
werden  (Toh  et  al.  2001).  Auch  durch  den  vermehrten  Einbau  von  Sterolen  in  die 
Membran  könnten  sich  die  Eigenschaften  der  Membran  den  Sterol  assoziierten  MCC 
Domänen  angleichen,  was  wiederum  die  homogene  Verteilung  des  MCC  lokalisierten 
HUP1 begünstigen könnte. Allerdings benötigt die Sterolsynthese auch Zeit, wodurch diese 
Erklärung  für  den  hier  beobachteten  Fall  eher  nicht  zutrifft.  Außerdem  wurde  unter 
isoosmotischen  Bedingungen,  in  Medium  mit  einer  Osmolarität  zwischen  0,5  und 
0,7 osmol/kg, eine homogene Verteilung des Transporters beobachtet. Daher liegt es nahe, 
dass  eine  Lokalisation  von  HUP1  in  Clustern  auf  einen  hyperosmotischen  Schock 
zurückzuführen ist. Es konnte auch beobachtet werden, dass die Lokalisation von HUP1 in 
Clustern  nach  dem  osmotischen  Schock  nur  vorübergehend  ist.  Wurden  die  HUP1 
exprimierenden  Zellen  über  einen  längeren  Zeitraum  (24  h)  in  Medium  mit  hoher 
Osmolarität  inkubiert  und  blieb  ihnen  damit  genug  Zeit  zur  Osmoregulation,  so  konnte 
wieder  eine  homogene  Verteilung  des  HUP1  beobachtet  werden.  Interessanterweise 
konnten  bereits  unter  osmotischem  Stress  und  damit  einhergehender  Plasmolyse 
Veränderungen  in  der  Ultrastruktur  der  PM  elektronenmikroskopisch  nachgewiesen 
werden  (Niedermeyer  et  al.,  1977).  Dabei  zeigte  die  plasmolysierte  PM  ab  0,7  bis 
1,2 M Sorbitol  vesikelartige  Einfaltungen.  Da  HUP1  auch  ab  etwa  1  M  Sorbitol  eine 
Lokalisation  in Clustern  zeigte,  kann  vermutet werden,  dass die  am CLSM beobachteten 
Cluster  innerhalb  der  Membran  auf  solche  osmotisch  bedingten  ultrastrukturellen 
Einfaltungen der Membran zurückzuführen sind.  
Für  den  K+‐Kanal  KAT1 wird, wie  oben  besprochen  eine  Lokalisation  in Mikrodomänen 
der PM angenommen. Da sich die Mikrodomänen vor allem durch einen hohen Anteil an 
Sterolen  auszeichnen,  sollte  der  Einfluss  von  Sterolen  auf  die  Lokalisation  von  KAT1 
untersucht werden. Die Expression des KAT1 im Δerg6 Hefestamm, dessen Sterolsynthese 
blockiert ist, zeigte jedoch trotzdem eine Verteilung des KAT1 in Clustern, obwohl davon 





Membranzusammensetzung,  keine  der  üblicherweise  beobachteten  Mikrodomänen 








zwei  der  zuvor  beschriebenen  Beobachtungen.  Zum  einen  konnte  in  FRAP  Messungen 
keine  vermehrte  Mobilität  des  KAT1  nach  einer  Sterolverarmung  der  Membran 
nachgewiesen  werden  und  zum  anderen  ergab  sich  keine  Kolokalisation  mit  dem 








al.,  2008)  wurde  berichtet,  dass  das  in  Clustern  angeordnete  Protein  nach  Verdau  der 
Zellwand eine homoge Verteilung einnimmt (Young et al., 2002). Aufgrund der räumlichen 
Reorganisation des KAT1 von  einer  streifenförmigen Anordnung der Cluster  in  intakten 
Vicia  faba  Schließzellen  hin  zu  einer  zufälligen  Verteilung  der  Cluster  in  zellwandlosen 
Protoplasten,  wurde  auch  schon  für  KAT1  eine  mögliche  Interaktion  mit  der  Zellwand 
diskutiert (Homann et al., 2007). Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuche 
zeigen keinen direkten Effekt des Verdaus der Zellwand auf die Lokalisation von KAT1. Im 
Gegensatz  zu  SUR7  wurde  für  KAT1  keine  homogene  Verteilung  in  Protoplasten 
beobachtet.  Dies  stimmt  auch mit  der Verteilung des KAT1  in  pflanzlichen Protoplasten 
(Hurst et al., 2004; Sutter et al., 2006) und der Lokalisation in zellwandlosen HEK293 und 
CHO‐K1 Zellen überein. 
Wurden  jedoch  die  beiden  stabilisierenden  Faktoren  Sterole  und  Zellwand  durch 
Protoplastierung  von  KAT1  exprimierenden  Δerg6  Hefezellen  entfernt,  so  konnte  eine 
homogene  Verteilung  des  KAT1  in  der  PM  gezeigt  werden.  Dies  spricht  dafür,  dass  die 
Lokalisation  von  KAT1  in  Clustern  oder  Mikrodomänen  der  PM  mindestens  durch  die 
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